コウボ Saccharomyces cerevisiae ノ セイカツカン ニオケル サイボウヘキ コウセイ タトウ セイブン ト β-グルカナーゼ カッセイ ノ ヘンドウ ニ カンスル ケンキュウ by 河東田  茂義
山形大学紀要(農学)第11巻第4号:907-956.別冊平成5年1月
Bull. Yamagata Univ.， Agr. Sci.， 11 (4) : 907-956. Extra Issue， ]an. 1993 
酵母印ccharomycesceremsweの生活環における細胞壁
構成多糖成分と s-グルカナーゼ活性の変動に関する研究*
河東田茂義
(山形大学農学部生物資源利用学講座)
(平成4年9月1日受理)
The Changes of Composition of 
Ce11 Wa11 Polysaccharides and s-Gl町 anase
Activities During the Life Cycle of Yeast Saccharomyces cerevisiae 
Shigeyoshi KA TOHDA 
Section of Bioresurce Utilization， Faculty of Agriculture， 
Yamagata University， Tsuruoka 997， ]apan 
(Recei ved Septer山er1， 1992) 
Summary 
In order to obtai日furtherinformation on the mode of cel wall formation during the life cycle of the 
budding yeast Saccharomyces ceγevisiae， the carbohydrate metabolisms during vegetative growth， sporu. 
lation， and germinatio日 wereexamined by detecting changes in the synthesis and degradation of the cel 
wall polysaccharides and s-glucanase activities. Firstly， the author examined the change" of the composi. 
tion of the cel wall polysaccharides during vegetative growth using cel wall samples prepared from 
large-and small-sized cells obtained by fractionat問 1of baker's yeast. To compare s-glucanase activi. 
ties， cel wall samples and celトfree巴xtractsprepared from large-and small-sized cells obtained by 
fractionation of S. cerevisiae FE-l were used. Secondly， the author examined the change of the composi. 
tion of the spore wall polysacch昌ridesprepared from the sporulated spheroplasts of S. ce陀visiaeFE-l 
duri時 thespor山 tion.s-Glucanase activities in the spore wall samples and the cell-free extracts of the 
sporulating cells were also examined. Thirdly， the author examined the change of the composition of the 
cel wall polysaccharides prepared from the germinated and outgrown cells during germination and out. 
growth of ascospores of S. ce陀仇siaeFE-1. s-Glucanase activities in the germinated and outgrown cel 
wall samples and the cell-free extracts of the germinated and outgrown cells were also examined. 
s-l， 3-Glucan constitutes the major component of the wall of vegetatively grown cells， sporulated 
cells， and germinated cels. Especially， alkali-insoluble glucan preparation from the walls' oflarge-sized 
cells of baker's yeast consists of about 76% of a linear s-l， 3-g1ucosidic linkages and the amount is 
greater than in the other glucan preparations. It seems likely that the alkali-insolubility of the glucan 
preparation is not only dependent upon the annular structure of the bud scar regions， but also upon glu. 
cosamine polymer in the lateral wall. In the life cycle， the duration of the periods of decreases and in 
creases of the glucan was in agreement with that of the activity of 1， 3-s-glucanase. Moreover， signifi. 
cant increases in the activity of exo-s-glucanase towards yeast s-l， 3-g1山 anin the cytoplasm during 
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sporulation， especially， at the time of completed sporulation， indicate that the glucanase may be contri 
buted to germination 
s-1， 6-Glucan is most abundant in the spore wall (about 7 %) . A rapid decrease of the large 
amount of the glucan occured during germin;抗ion.It is suggested that the glucan is re-utilized during 
outgrowth， serving as a source of energy or carbon， or both. The walls of large-sized cells have a 
smaller amount of the glucan 0.6%) than those of small-sized cells (2.7%). Exo-βglucanase which hy-
drolyzes pustul回収-1，6-glucan) is present in very high levels in the spore wall during the early phase 
of sporulat剛1.It seems that the glucanase may be concerned with degradation of s-1， 6-g1ucan in .the 
spore wall. However， endo-1， 6-s-glucanase should be included in the spore wall， since the major com 
ponent of the glucan has a branched structure， containing small amount of s-1， 6-g1ucosidic interchain 
linkages. It was not confirmed whether the glucanase is present or not in the spore wall 
The yeast glucan is not composed of mixture of s-1， 3-and s-1， 6-g1ucan for the individual compo-
nents of walls during vegetative growth and sporulation， but it is heterogeneous and composed of two 
different components， a lightly branched s-1， 3-g1ucan as the basal structure and a linear s-1， 6-gluco-
sidic linkages containing certain sequences ofβ-1， 3-g1ucosidic linkages as the interchain structure 
However， the glucan of the cell walls seems to differ from that of the spore walls in having the inter. 
chain structure and also in the activities of glucanases for the wall metabolism 
Mannan accounted for 40% each of the cell walls obtained from large-and small-sized cells and the 
differences of the structure between both of the cell walls is not detected. However， spore walls con-
tained a very small amount of mannan (3.3%). The mannan is synthesized rapidly to reach the constant 
contents of the cel walls at shorttime during outgrowth of spores， nevertheless the nature of the man-
nan seems to differ from that of vegetative cells 
Most of the chitin is localized in the bud scars of the large-sized cells during vegetative growth and 
of the outgrown cells during outgrowth. Glucosamine polymer， perhaps， chitosan， which is present in the 
lateral walls of vegetatively grown cells， may keep the structure of alkali-insoluble glucan and the cellu-
lar shape of the cells. In sporulated cells， chitosa 
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2 胞子形成過程における 調べる目的で，つぎの三点に着目して研究を行った.
s-グルカナーゼ活性の変動 ………...・H ・.…46 (1) 第1章では，大量に入手可能な市販のパン酵母に
3.発芽及び発芽後生長過程における 含まれる大小細胞壁について，糖組成の差異を調べる
s-グルカナーゼ活性の変動 .・H ・...・H ・.…46 ことを目的とした.同時に， Sandoら10)の方法によっ
第7節要 旨……………………………………46 て分離，同定された高い胞子形成能を有する野生酵母
総 括….....・H ・....・...…......……・……-…一… ..47 Saccharomyces ce陀叫siaeFE-1株についても，大小細胞
謝 辞……...・H ・.…..・H ・.…..・H ・-………………48 を分別し，その細胞壁組成を，パン酵母に含まれる大小
引用 文献・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・48 細胞壁と比較した.
緒 論
(2) 第2章では， S. ce陀visiaeFE-1株を用い，スフエ
ロプラストによる子のう胞子(以下胞子と略す)形成過
程における胞子壁構成多糖成分の経時的変化を，直接胞
子壁を用いて調べた.
酵母は“単細胞が主要な形態であり，通常栄養増殖を (3) 第3章では，胞子の発芽及び発芽後成長過程にお
出芽で行う菌類"と定義されており 1) 形態形成の研究 ける細胞壁構成多糖の変動を調べた.
材料としてよく用いられている.酵母のスフェロプラス (4) S. cerevisiaeについては 栄養成長過程11-13)及び
トは円形であり，細胞壁を再合成し，正常な形態の細胞 生活環における細胞分化過程12-16)においては，特定の
にもどる機能を有していることから，酵母の細胞の形態 グルカン分解酵素の変動が認められているが，これらの
は，細胞壁の形態によって決定されていることが認めら 過程におけるグルカンの変動とグルカン分解酵素との関
れている. 連を直接同一菌株により調べたものはない.ここでは，
酵母における形態形成の過程は，主として環境の変化， 細胞壁多糖の代謝との関連から，sグルカン分解酵素(s
細胞分裂サイクルおよび生活環境に依存した 3つの型に グールカナーゼ)に着目し， S. cere仇幻aeFE-1株の大小細
類別することができる2) 環境の変化における形態形成 胞，胞子形成過程及び発芽過程におけるその活性の経時
としては，酵母型と菌糸型の二形現象が最もよく知られ， 的変化を調べた.
細胞壁成分の変動との関連性について数多くの研究がな
されている3)
一方，酵母の細胞壁の構造については，古くから注目さ
れ，多くの研究例が総説などト6)にまとめられている.
しかし細胞分裂サイクル(栄養成長過程)および生活環
の細胞分化過程における細胞壁構造についての詳細な研
究は少ない7-9) ここでは，Saccharomyces ce柁仰staeの
生活環(下図)において，細胞壁構成多糖成分が量的及び
質的にどのように変化し，さらに，これらの変化と細胞
壁において最も重要な多糖である s-グルカンの分解酵
素，すなわち s-グルカナーゼ活性の変動との関連性を
_ 0 -Meiosis and 
/ 、 f つ引、
加加a副川1
J弓::::;レJ
The life cycle of S. ce陀vtstae.
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第I章 酵母の大小細胞の細胞壁糖組成の解析
第 l節緒 言
酵母 Saccharomycesce柁vtstaeの栄養細胞の細胞壁を構
成する多糖は，sグルカンとα マンナンであり，出芽
サイクルにおけるこれらの多糖の量的変動については，
同調培養系による出芽過程における細胞の化学分析及び
大小細胞より分離した細胞壁の化学分析の比較17-21)に
よって示されている.出芽過程においては，娘細胞が生
長し，母細胞から離脱したあと，母細胞にはキチン含量
の高い出芽痕が残ることは Baconら22)によって示され
ており，出芽過程でのキチン合成と出芽痕リンク形成過
程との関連性については Cabibら23)の研究によって明
らかにされている.
この章では，市販のパン酵母を用い，母細胞から分離
した小型の娘細胞と，種々の分裂令を含む大型の母細胞
の細胞壁多糖である pグルカン， α マンナン及びキチ
酵母の生活環の細胞壁多糖とグルカナーゼ 河東国 5 
ンの量的差異とともに質的差異を比較することによっ
て，出芽サイクルにおける細胞壁構成多糖の変動を調べ
た.さらに，これらの細胞壁成分と細胞形の決定や保持
あるいは化学的処理に対する抵抗性などの機能との関連
性についても考察した.
第2節実験方法
1.大小細胞の細胞壁構成成分の分析方法
(1) 大小細胞の分離方法
市販のパン酵母(オリエンタル酵母 K.K.より供与)の
細胞集団には，長径 2.5μmから 4.5μmの小型細胞が，
約40%含まれており，この細胞は，出芽経験を持たない
分裂令Oの細胞である.一方，長径 4.5μmから 6.5μm
の大型細胞は，分裂令Oの細胞を35%含み，同調培養系
では良好な同調性を示すことが知られている18，24)
この大小細胞の分離は， HayashibeとSando24)の方
法に従った.小刻細胞は 2-liter三角フラスコに 5%の
酵母懸濁液を 1.8liter入れ， 4.C， 17時間静置し，上
澄区分 900mlをサイフォンで採取，再び蒸留水を満た
し，同様に静置した それぞれの上澄区分は一緒にし，
620Xg， 5分間の遠心分離により集菌して小型細胞を得
た.小型細胞を採取したのちの残澄区分は，大型細胞の
分離に用いた.大型細胞は 60-220Xg， 1分間の遠心
分離を繰り返して，その沈澱区分を集めて得た.
(2) 細胞壁の調製方法
細胞壁の調製は，得られた大小細胞を，それぞれ別個
に Braunホモジ、ェナイザーを用いて，以下の方法19)に
従って行った.即ち毘重量約 4gの細胞を 20mlの蒸
留水に懸濁し 30gのガラスビーズ(直径 0.45-0.50
mm)を加え，冷却下， 90秒間の振とう破砕を行った.細
胞が完全に破砕されていることは位相差顕微鏡で確認し
た 細胞破砕液は，木綿布でガラスピーズを取り除いた
後，遠心分離を繰り返し，細胞壁標品を得た.
(3) 細胞壁構成成分の分析方法
細胞壁中のグルコース及びマンノース含量は，細胞壁
を2Nメタノール塩酸に懸濁し， 100"Cで16時間分解し
てメチルグリコシドとしたf麦， トリメチルシリルイヒして
ガスクロマトグラフにより分析した25) 分析は目立ガ
スクロマトグラフ(モデル063)を用い， 5%の OV-17を
コートした ChromosorbW A W を充填したステンレス
カラム (3，000X 4 mm)を用い， 150.Cから230.Cまで 1分
当り 3.Cの昇温で、行った.全糖量は，フェノール 硫酸
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法制，還元糖量は， DNPA 法27) グルコサミン含量
は， Elson-Morgan変法28) 蛋白質は， Lowryら29)の方
法，全窒素は， ミクロケルダール法，全リンは， Fiske 
Subarrow法30) 全脂質は， Bartnicki -GarciaとNickerson31)
の方法に従って決定した.ペーパークロマトグラフィー
による単糖及びオリゴ糖の分離分析は，東洋漉紙 No
51を用いて，nブタノール:ピリジン:水(6: 4 : 3)に
よる 3回展開によって行った32)
2.細胞壁構成多糖の分画方法と精製方法
本研究では，より多くの構成多糖を回収し，分離，精
製をも簡単にする目的で，苛性カリ及び硫酸を用いた
McMurroghと Rose3)の方法を改変することにより，
Fig. 1-1に示した分画方法を用いた.s-グルカンを酵母
I 
Alka1i-soluble Fraction 
Fig. 1-l. Fractionation of Cell Wall Polysaccha 
rides of Yeast. 
細胞から分画する方法として，苛性ソーダ不溶，酸可溶
のs-1.6-グルカン及びアルカリ不溶，酢酸不i容のs-1，
3グルカンに分画する MannersとMasson34)の方法，並
びに，アルカリ不溶画分を酢酸中で加熱するとグリコー
ゲンと s-1.6グルカンが抽出される Baconら35)の方法
と，両者の比較のために，硫酸にかえ酢酸を用いた分離，
精製法も併せて検討した.
αー マンナンは，アルカリ可溶画分を中和後，透析し
生じた沈澱(アルカリ可溶pグルカン)を遠心分離によ
り取り除き，上清函分にフェーリ ンーグ試薬を加え，銅
αマンナン複合体を得た.この複合体を 0.2NNaOH 
で遠心洗浄し，さらに温水で洗浄後，水に懸濁し，塩酸
を加え中和し，溶解した.アンバーライトイオン交換樹
脂にて脱塩し，濃縮後， 31音量のエタノールを加えて沈
澱を得た.沈澱はエーテルで洗浄した後，五酸化リン存
在下で減圧乾燥し精製 α マンナンを得た.
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3. sーグルカンの重合度の測定方法
得られた s-グルカンは，いずれも水に不溶で、分子
量を物理的に測定することは困難であるので，s-グ
ルカンを還元したのち，過ヨード酸ソーダで酸化し，
生成ホルムアルデヒドの定量により重合度を測定する
Misakiら36)ならびに、酵素による Mannersら37)の方法
を併用し，s-グルカンの重合度を測定した。
Misakiらの方法を以下に示す.s-グルカン標品 100
mgを蒸留水 10mlに懸濁し， KBH4 30 mgを加え，室温
に24時間放置後，さらに同量の KBH4を加え 3時開
放置し完全に還元した後，過剰の還元剤は酢酸で分解
した. pH 5.5に調整した還元 s-グルカンを 0.1N 
NaI04で 5.C， 24時間の酸化を行い，反応液 5mlを取り，
酢酸鉛飽和溶液 5mlを加えて酸化を止め，混合物を蒸
留水 5mlに対して， 24時間透析した.透析外液の一部
をとり，生成ホルムアルデヒドをクロモトロープ酸法で
比色定量した.平均重合度は以下に示した式で算出した.
D. P.=Y(30X n)/162X 
Y:多糖の重量. X:ホルムアルデヒドの重
量.
n ホルムアルデヒドの生成理論モル数(こ
こでは介1，3-グリコ シド結合として n
= 2として計算した).
Mannersらの方法を以下に示す.s-グルカン標品 10
mgを蒸留水 2mlに懸濁し， KBH425mgを加え， 20.C， 
48時間還元した後，過剰の KBH4は塩酸で酸性(pH4.0)
にして分解した.反応混合液は，減圧濃縮し，ホウ酸は
メタノールを数回加えて減圧蒸留を繰り返すことにより
除去した.得られた還元多糖は 2N HC1， 1 mlで100.C，
3時間加水分解し，分解液を冷却後， 1MNaOHで pH
9.5にし，蒸留水を加え lOmlにした.かグルカンの還
元末端より生じたソルピトールの定量は， O.lMピロリ
ン酸緩衝液 (pH9.5) 1 ml， 20 mM NAD，水 0.75mlと
20μg以下のソルビトールを含む溶液 1mlを 1cmの測
定セルに入れ，混合した後，自記分光光度計にセットし
た.最高の吸光を測定した後， 3.5ユニットのソルピトー
ルデヒドロゲナーゼ (Sigma，EC 1. 1. 1. 14)を含む溶液
0.05mlを加え， 340 nmの吸光を連続的に測定し，吸光
度が一定になるまで測定して算出した.グルコース量は，
ガスクロマトグラフィーにより測定し25) ソルビトー
ル量に対するグルコースの量比により重合度を算定し
た.
4. s-クルカンの構造解析方法
(1) Acinetobacter spの生産するエンド lー，6-sグルカ
ナーゼの調製方法
酵母細胞壁に含まれるs-1，3-グルカン， s-1，6ー グル
カンなどのアルカリ不溶介グルカン38，39) アルカリ可
溶の pーグルカン40)の解析のため，本研究で新たに土壌
細菌 Acinetobacterspのエンド 1ー，6β グルカナーゼ(EC
3. 2. 1. 75)を得た25) エン ドー l，6-sー グルカナーゼの取
得方法は，Acinetobacter sp. を 1-1iterに 10g (湿重量)
のパン酵母細胞， 2 gの KH2P04・7H20及び 19の
(NH4) ZS04を含む培地(pH7.0)で30.C，72時間振とう培
養を行った培養鴻液は，硫安塩析後， DEAE-cellulose， 
DEAE-Sephadex及び SephadexG-150を順次用いて，
SDSー ゲル電気泳動で単一のバンドのエンド 1ー，6-s-グル
カナーゼを精製した(Table1-1). 
エンドーl，6-sグルカナーゼの酵素活性の測定法は，
5mgのパスツラン (CalbiochemCo.)と適当量の酵素液を
Table 1-1. Summary of the Purification of Endo-1， 6-s-Glucanase from Acinetobacter sp. 
Total Total Specific 
Vol. activity protein activity Purification Recovery 
(ml) (units) (mg) (units/mg (fold) (%) 
Step* protein) 
I 3730 3521 1604.0 2.2 1.0 
E 71 1979 164.7 12.0 5.5 56.2 
田 44 676 26.4 25.6 11.6 19.2 
町 120 458 2.0 229.0 104.1 13.0 
V 20 384 1.6 240.0 109.1 10.9 
*， Step 1 : culture filtrate; step n : 60%(NH4)zS04 precipitate， dialyzed; step m : DEAE-cellu 
lose eluate， 60% (NH4)2S04 precipetate， dialyzed; step N : DEAE-Sephadex eluate; step V : 
Sephadex G-150 eluate. 
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4mlの 0.017M リン酸緩衝液(pH5.5)に懸濁し， 30'C 
で2時間反応させ，生成した還元糖量を測定した. 1単
位は 1分間に 1mgのグルコース相当量の還元糖を生
成する酵素量と した.比活性は蛋白質 1mg当りの活性
単位として示した.. 
(2) 酵素によるFグルカンの消化方法
pグルカン標品 (50mg)をAcinetobacteγspー より調製
したエンドー1，6-sー グルカナーゼで消化する場合は， 40 
mlの 0.017Mリン酸緩衝液(pH5.5)に懸濁し， 0.17 mg 
の精製酵素(Table1-1， Step V)を加えた.Zymolyase 20 
T(生化学工業K.K.，EC 3. 2. 1. 3)で消化する場合は， 40 
mlの 0.2Mトリスーマレイン酸緩衝液(pH7.0)に懸濁
し，酵素 lOmgを加え， 30'Cで反応させた.反応開始後，
一定時間毎に遠心し(l5，000Xg，15分)，上清は全糖及
び還元糖を測定し，さらに 8io-GelP-2によるゲル鴻過
分析に供した.
(3) メチル化分析方法
β グルカンのメチル化は箱守法41 ) により行った • s-
グルカン標品 100mgを lOmlの乾燥 DMSOに加え，
40'C，窒素気流下で全試料が溶けるまで撹排し，さきに
調製したカルパニオンを 2ml加え 6時間撹枠した
20'Cに冷却後，0.5mlのヨードメチルをゆっく りj商下
し， 一夜撹排した.反応液は流水にたいして24時間透析
後，凍結乾燥したこの操作を 4回繰り返し，メチル化
β グルカンを得た.メチル化戸ーグルカン約 2mgを試
験管に入れ， 2 Nメタノール塩酸 1mlを加え，窒素置
換後封管し， 100'C， 16時間加熱後，滅圧乾国し， トリ
メチルシリルイヒを1'1'い，ガスクロマトグラフィー による
分析を行った.分析は 1分当り 2"(の昇j昆に変えた他
は先のグルコースとマンノースの分別定量で示した方法
(p.5)を用いた.
5.αーマンナンの構造解析方法
(1)αマンナンのアセトリ シス方法
αー マンナンのアセトリシス，脱アセチル化及びその
生成物のゲルj慮、過は，以下の方法32)で行った.α マーン
ナン標品 50mgを酢酸 1ml，無水酢酸 1ml及び硫酸
0.1 mlの混合溶液に加え， 30'Cで r マンナンが可溶化
するまで時々撹鉾を継続した 可溶化した反応液は， 30 
mlの冷水にそそぎ，炭酸ナトリウムで pH5.0に調整し
た.アセチル化物は，クロロホルムで抽出し，クロロホ
ルム層は，冷水で洗浄後，無水硫酸ナトリウムで脱水し，
減圧乾固した.アセチル化物は，メタノール 4mlを加
え溶解し，ナトリウムメトキサイドを加え 1時間室温
に放置して脱アセチル化を行った. その後，水を加え，
希塩酸で中和し，ゲル液過に供した.
(2) Acinetobacteγspよりの 1，2-α マンノシダーゼの
調製方法
著者ら32)の見出した酵母マンナンの側鎖の a-1，2-結
合をエキソ型に分解する Acinetobactersp.のマンノシ
ダーゼ(EC3. 2.1' 24)を用いた.この酵素を得るために，
この菌株を先に示した方法 (p.6)で培養し，
DEAE-Sephadex A-50カラムクロマトグラフイーによ
り活性画分を集め， Sephadex G-150によるゲル糖、過を
行った.その結果，分子量28，000の蛋白質に相当する単
一の活性画分を得た(Table1-2).αーマンノシダーゼの
活性は 10mgの酵母マンナンと適当量の酵素液を 4ml 
の 0.017M リン酸緩衝液(pH7.0)に懸濁し， 30'Cで2
時間反応させ，生成した還元糖量を測定して求めた. 1 
単位は 1分間に 1mgのマンノース相当量の還元糖を
Table 1-2. Summary of the Purification of 1，2-α-Mannosidase from Ac仰 etobactersp. 
Total Total Specific Recovery 
Vol. activity protem activlty Purificatio日 (%) 
(ml) (units) (mg) (units/mg (fold) 
Step 本 protein) 
I 3730 7639 1604.0 4.8 1.0 
E 71 3957 164.7 24.0 5.1 51.2 
国 44 1577 26.4 59.7 12.8 20.6 
N 60 186 1.1 163.2 34.4 2.4 
V 25 180 1.0 183.7 38.7 2.4 
*， Step 1 : culture filtrate; step n : 60%(NH4lzS04 precipitate. dialyzed; stap m : DEAE-cellu 
lose eluate. 60%(NH4)2S04 precipitate， dialyzed; stap N : DEAE-Sephadex eluate; step V : 
Sephadex G-150 eluate. 
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生成する酵素量とした.比活性は蛋白質 1mg当りの活
性単位として示した.得られた酵素は， Man (α 1-2) 
Man及び Man(α1-2) Man (α1-2) Manに作用し，マン
ノースを生じるカf，Man (α1-3)Man(α1-2)及び Man(α
1-3)Man(α1-2) Man (α1-2) Manには作用しないエキソ
1ー，2-aー マンノシダーゼであることを確認した.
6.キチンの分析方法
(1) キチンの蛍光染色方法
キチンのー特異的蛍光染色剤 Brightener28 (disodium 4， 
4'-bis [4-anilino-6 bis (2-hydroxyethyl) amino-s-triazin-
2-ylamino] -2， 2'-stilbenedi-sulfonate; Sigma)を用いた
20) この染色斉IJを10-4-10-5に希釈した水溶液に，細
胞壁標品を懸濁した後，5分間室温で放置した.懸濁液
は，スライドグラスにのせ， Nikon蛍光顕微鏡(typeFL) 
により，その蛍光染色性を観察した.
(2)β グールカン標品の亜硝酸分解方法
戸グルカン標品に含まれるアミノ糖を分解する目的
で，アミノ糖を亜硝酸により分解し， 2，5ーアンヒドロー
ヘキソースに変化する Haseと Matsushima42)の方法に
従った.襟品 20mgを 50mlの蒸留水に懸濁し，20ml 
の 0.45M酢酸緩衝液 (pH3.6)と 20mlの 0.4%亜硝酸
ナトリウムを加え， 室温で 1夜反応した.遠心分離
(15，OOOXg，15分)の後，残溢は，蒸留水で洗浄し凍
結乾燥し，グルコサミンの定量に供した.
(3) 出芽痕に含まれるキチン戸グルカン複合体の単
離方法
酵母の出芽痕は， Baconら22)の方法に従って以下に示
す方法により得た 200gの圧搾パン酵母を 160mlの6
% NaOHに懸濁し， 75.Cで 1時間撹枠した後，600ml 
の水を加え，室温で 1時間撹排し， 15，OOOXg，15分の
遠心分離により，残溢を得た.残造は 320mlの 3%
NaOHに懸濁し，同様の操作を繰り返した.この残益は，
750mlの水に懸濁し，酢酸で pH7.0に調整した後，
100 mlの 0.5M酢酸緩衝液 (pH5.0)を加え， 75.Cで 3
時間撹排した.遠心分離後，残溢は，300mlの 3%
NaOHに懸濁し， 75.Cで 1時間撹祥した.以上の操作を
必要に応じて，何回か繰り返して，出芽痕標品を得た.
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1.大小細胞の構成成分の分析結果
(1) 大小細胞の分離
市販のパン酵母から分裂令Oの小型細胞と出芽経験を
有する大型細胞を得るために， Hayashibeと Sando24)
の方法に従い，それぞれの細胞を分離した.分離して得
られた大型及び小型細胞の長径による分布は， Fig.1-2 
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Fig. 1-2. Cel Size Distribution of the Original (A 
and D)， Small (B and E)， and Large Cels 
(C and F) of Baker's Yeast (A，B and C) 
and S. cerevisiae FE-1 (D，E and F) 
Cel size measurement on photomicrographs was 
made with more than 300 cels. 
に示した.パン酵母より得られた小型細胞は，長径 4.5
μm未満が90%以上，大型細胞は，長径 4.5μm以上が
80%以上であった. 一方，S. cerevisiae FE-1株において
は， Burkholder改変培地を用いた30.C，30時間培養(定
常期初期)の細胞の場合，細胞の大きさにばらつきが見
られ，小型細胞は，長径 4.5μm未満が97%以上，大型
細胞は，長径 4.5μm以上が約75%であった.パン酵母
の細胞壁標品の電子顕微鏡像を Fig.1-3に示した.
(2) 細胞壁構成成分の分析
細胞壁の構成成分は， Table 1-3に示した.この二つ
の酵母では，主要な細胞壁構成糖であるグルコース及び
マンノース含量は，大型細胞壁において高く，特に S.
cerevisiae FE-1でその傾向は著しい.この酵母の細胞の
長径は，パン酵母に比べ，大型細胞ではより大きく，小
型細胞ではより小さかった (Fig.1-2). 蛋白質含量は，
小型細胞において高い傾向を示した。グルコサミン含量
は，パン酵母では，大型細胞において， 小型細胞の約 5
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倍であったが， FE-l株では，約2.5倍であった.
A 
B 
Fig. 1-3. Electron Micrographs of Cell Wall of 
8aker's Yeast. 
Cell wall material was shadowed with chromium 
vapor and viewed with a JEM-T6S electron micro. 
scope， Japan Optics Laboratory， Japan， at50 KV 
A : Cell wall from small cell. 
8 : Cell wall from large cell. 
2.細胞壁構成多穂の分画と精製
(1) 構成多糖の分画
パン酵母の大小細胞壁の構成多糖を分画する目的で，
初めに， Fig. 1-1に示した苛性カリと硫酸による加熱抽
出を試みた.小型細胞の細胞壁では，グルコース及び、マ
ンノースのほとんどがアルカリ可溶薗分に回収された.
大型細胞の細胞壁においては，マンノースはアルカリ可
溶画分に回収されたが，グルコースは約37%が酸不溶画
分に残存していた (Table1-4). s-グルカンを酵母細胞
から分画する方法として， MannersとMasson34)は，苛
性ソーダ不溶，酸可i容の s-l，6-グルカン及びアルカリ
不溶，酢酸不溶の s-l，3-グルカンに分画しており，また，
8aconら35)は，s-グルカンを酢酸中で加熱すると，グ
リコーゲンと s-l，6-グルカンが抽出されることを示し
た.その比較のために，硫酸にかえ酢酸を用いた分離，
精製も併せて検討した(Tableト5).硫酸を用いた場合
は，酢酸に比べ，アルカリ不溶s-グルカン画分の収量
が減少しており，硫酸によって βー グルカンが分解をよ
り大きく受けることを示していた.
Table 1-3. Chemical Composition of Cell Wall Samples. 
Values are expressed as % dry weight of cel walls. 
Cell wall sample 
Original Small Large 
Component a b a b a 
Glucose 40.5 30.0 38.8 20.8 41.2 
Mannose 42.2 36.0 40.7 31.6 43.1 
Glucosamine 2.1 2.3 0.62 0.57 3.0 
Total nitrogen 2.0 nd 2.4 nd 2.0 
Protein 12.2 15.6 12.8 15.9 10.2 
Total lipid nd nd 7.4 nd 7.7 
Total phosphorus 0.32 nd 0.33 nd 0.33 
a， 8aker's yeast; b， S. cerevisiae FE-l; nd， not determined. 
Table 1-4. Distribution of Glucose and Mannose in Cell Walls of 8aker's 
Yeast by Using Hot Alkali and Acid Extraction. 
Values are expressed as % dry weight of cel walls. 
Small cel wall Large cel wall 
Fraction Glucose Mannose Glucose Mannose 
Soluble in 
hot lN KOH 26.1 33.6 19.2 34.3 
hot 2N H2S04 0.4 trace 0.4 trace 
Residue 2.4 0.0 12.4 0.0 
Total 28.9 33.6 32.0 34.3 
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Table 1-5. Mannan and Glucan Content of Cell Walls from Small and Large 
Cells. 
Values are expressed as % dry weight of cel walls. 
第4号山形大学紀要(農学)第11巻10 
Large cel wall 
25.7 
20.0 
15.1 
15.5 
15.8 
Small cel wall 
28.3 
24.0 
26.3 
3.0 
7.3 
???Mannan 
Alkali-soluble glucan 
Alkali-insoluble glucan 
a， Alkali extract ; b， citrate extract ; c， insoluble residue by extraction with 
2N HZS04; d， insoluble residue by extraction with 0.5N CH3COOH. 
[A 
た.
Fig. 1-4. Electron Micrographs of Alkali- and 
Acid-Treated Cell Wall of Baker's Yeast. 
Electron microscopic observation was carried out 
as shown in Fig. 1-3 
A : Cell wall from smal cel treated with 1 N KOH 
at 100'C for 30 min 
B : Cell wall from large cel treated with 1 N KOH 
at 100"C for 30 min. 
C : Alkali-treated cel wall from smal cel (A) 
treated subsequently with 2 N HZS04 at 100'C 
for 20 min. 
D : Alkali-treated cel wall from large cel (B) 
treated subsequently with 2 N HZS04 at 100'C 
for 20 min 
1. 13ーグルカン画分の糖組成
s-グルカン画分の糖組成については，アルカリ可溶p
グールカン画分は，大小細胞の細胞壁で差はなく，約70%
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さらに，a-マンナンの抽出方法としては，クエン酸
緩衝液中でのオートクレーブによる Peatら43)の方法が
知られているが，a-マンナンは，アルカリで分解して
低分子化するという NakajimaとBallou44)の指摘もあ
り，併せて検討した. しかし， Peatらの方法では，a-
マンナンが充分抽出されず，残澄中にも認められ，小型
細胞壁では，約 9%，大型細胞壁では，約17%のマンノー
スが存在していた.一方，アルカリ抽出後は，マンノー
スの残存は，ほとんど認められなかったが，aマンナ
ンの一部破壊あるいは低分子化が起こり，回収率の低下
をもたらした.いずれの方法においても，回収された α
マンナンは，小型細胞壁の方が高い結果であった従っ
て，本研究においては，a-マンナンとアルカリ可溶 βー
グルカン画分を同ーの抽出方法で得るために， Table 
1-4に記載の主としてアルカリによる抽出方法を用いる
こととした.
アルカリ可溶戸グルカン画分の含量は，小型細胞の
細胞壁が大型細胞壁より約l.7倍高かった.一方，アル
カリ不溶かグルカン函分は，硫酸及び酢酸処理のいず
れの場合においても，大型細胞の細胞壁が小型細胞のも
のより，それぞれ約 5倍と約2.5倍と高い結果が得られ
た(Table1-5). 以上の結果，本研究においては，sグ
ルカンの構造を全体的に検討するために，収量の多かっ
た酢酸による分画法を用いた.
パン酵母細胞壁めアルカリ不溶残溢の硫酸処理後の電
子顕微鏡像を観察した結果を Fig.1-4に示す.大小細
胞の細胞壁ともにその形態を保っており，このアルカリ
ー硫酸不溶介グルカンが，酵母細胞壁の形態を維持して
いるのに重要であると結論した.大型細胞の細胞壁では，
出芽痕が，硫酸未処理の細胞壁より鮮明に認められたの
は，細胞壁上層に存在していた α マンナン及びアルカ
リ可溶pグルカンの除去によるためとあわせて結論し
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Table 1-6. Carbohydrate Composition of Glucan Preparations. 
Values are expressed as % dry weight of glucan preparations. 
Sol u ble gl ucan fraction Insoluble glucan fraction 
Cell wall from 
Small Large Small Large 
cells cells cells cells 
Composition a b a b 
Glucose 69.8 69.8 77.2 61.4 71. 9 62.2 
Mannose 5.0 3.7 0.0 0.0 0.0 0.0 
Glucosamine 0.9 0.9 5.9 10.3 15.9 17.4 
a， Acetic acid insoluble; b， sulfuric acid insoluble. 
がグルコースで，わずかにマンノースとグルコサミンを
含んで、いた(Table1-6). アルカリ不溶pグルカン画分
は，酢酸及び硫酸処理のいずれにおいても，グルコース
とグルコサミンを含み，マンノースは，含まれていなかっ
た.大型細胞の細胞壁のアルカリ不溶 Fーグルカン画分
中にグルコサミン含量が高かったのは，出芽痕(Fig.1-4)
を含む細胞壁に変化したためと思われた.酢酸不溶s-
グルカン画分は，硫酸不溶s-グルカン画分に比べ，グ
ルコース含量は高く，グルコサミン含量は低かった.分
画法としては，糖組成と先に Table1-5に示したpグ
ルカンの収量とを併せ考えると，酢酸による分画法の方
が適していると思われた.
2. s-グルカンの重合度
Misakiら36) の方法及び Mannresら37)の方法を用い
て検討した Fーグルカン標品の重合度の結果を Table1-7 
に示す. Misakiらは，酢酸不溶βグルカンをジメチル
スルフォキシドで精製した後，その Fーグルカンが s-1，
3ー グリコシド結合であるとした場合，重合度は， 410と
算定したが，ここでは，ジメチルスルフォキシドで精製
せずに，標品中の測定グルコース含量と生成したフォル
ムアルデヒド量から算定した.その結果を， Misakiら
の結果と比べると，アルカリ不溶 pー グルカン画分にお
いて，小型細胞の細胞壁では低く，大型細胞壁では高い
値を示した. 一方， Mannersら37)は， βー グルカンを還
元したのち，加水分解して生じたグルコースとソルピ
トールの比より重合度を測定している.この方法による
と， Misakiらの方法に比べ約2.1倍から約2.6倍の高い
重合度を得た.さらに，これらの β グルカン中に，s 
-1， 6ー グルコド結合の存在を確かめる目的で，Acineto. 
bacter spより精製したエンド 1，6β グルカナーゼ25)を
作用させ，その残澄画分について，重合度を求めた.用
いた酵素は，ゲンチオトリオース以上の s-1，6グルコ
シドに作用し，パスツランをゲンチオトリオース以上の
オリゴ糖に分解した後，生成したゲンチオオリゴ糖をさ
らに分解した25) s-グルカン画分にこの酵素を作用さ
せた結果，重合度950の小型細胞の細胞壁のアルカリ可
溶 Fーグルカン画分及び重合度1，250の大型細胞の細胞壁
の酢酸不溶pグルカン画分のいずれにおいても，エン
ド 1，6-sグルカナーゼによる未消化の戸ーグルカンはそ
れぞれ， 360と310と重合度の著しい減少が認められた
(Table 1-7).エン ド 1，6β グルカナーゼにより分解さ
Table 1-7. Degree of Polymerization of Glucan Preparations. 
Soluble glucan fraction Insoluble glucan fractio日?
Small cells Large cells Smal cells 
I a 360 310 
H a 950 740 
b 360 nd 
1 : According to the method of Misaki et al.36) 
I : According to the method of Manners et al.37) 
270 
590 
nd 
Large cells 
590 
1250 
310 
a， Original glucan; b， insoluble polysaccharide obtained after endo-1， 6-s 
glucanase treatment. 
*， Extraction with O. 5N CH3COOH. nd， Indicate not determined. 
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れないこれらの重合度300以上のかグルカンは，水不溶
であり，さらに，細胞壁 pー グルカンの構造が，この約
300の重合度の単位よりなっていると推定された.
3. 13-グルカンの構造解析
(1) 酵素によるかグルカンの消化
酵母 s-グルカンは直鎖の s-l.3一及びs-l.6グルコ
シド結合を含んでいることから，酵母 s-グルカンの構
造解析の方法としてエンド型の 1.3-s-及び 1.6-sグル
カナーゼの利用が有効であると考えられる.本研究では，
調製した pー グルカン画分の内，収量の多かった小型細
胞の細胞壁から得られたアルカリ可溶介グルカン画分
と大型細胞の細胞壁から得られたアルカリ不溶かグル
カン画分を用いて，エンドー1.3-s-グルカナーゼである
Zymolyase 20 T並びに Acinetobacter.spより精製したエ
ンド 1ー.6-βーグルカナーゼを作用させかグルカンの構造
解析を行ったパン酵母の大小細胞から得られたかグ
ルカンに Acinetobacteγ.spエンドー 1.6-sーグルカナーゼ
を作用させた場合，先に重合度測定の項(Table1-7)で
示したように.s-グルカンの不溶部分の重合度を低下
させるのみならず.s-グルカンの一部は，可溶化した
(Table 1-8). 最大分解率を示した24時間の消化で，ア
ルカリ可溶s-グルカン画分の分解率が，アルカリ不溶
βー グルカン両分に比べ，還元糖及び全糖のいずれにお
いてもわずかに高かった(Fig.1-5 A). これらのかグル
カン画分に対するエンド 1.6-s-グルカナーゼの作用様
式を確かめる目的で，分解生成物の上清函分(15.000
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Fig. 1-5. 8io-Gel P-2 Column Chromatography of 
Hydrolyzate of 8aker's Yeast Glucan by 
the Actioh of Endo-l.6-s-Glucanase 
A : Time-course hydrolysis of glucan. Arrow indi-
cates the boost of enzyme. Extent of hydrolysis 
was expressed as percentage of reducing sugar 
determined as glucose to total glucan mg in the 
reaction mixture. O. insoluble glucan; •• solu. 
ble glucan. 
8 : The reaction was carried out as shown in Table 
1-8. The hydrolyzate (10 ml of insoluble glucan 
solution and 5 ml of soluble glucan solution) 
shown in Table 1-8 was applied onto a column 
(2 X 200 cm) and eluted with water at a f10w rate 
of 4 ml/hr. 2-ml fractions were collected. Vo. 
yoid yolume determined with blue dextran: Gl 
glucose; G2. gentiobiose;一一一.insoluble glucan; 
ーー ー.soluble glucan. 
Table 1-8. Action of Endo-l. 6-s-Glucanase from Acinetobacter sp. on 
Alkali-soluble or Alkali-insoluble Glucans. 
A 40 ml reaction mixture contained 50 mg of alkali-soluble or 
alkali-insoluble glucan preparations and 0.17 mg of enzyme protein in 
0.017M phosphate buffer (pH 5.5). Incubation was carried out at 30'C . 
After 24-hr incubation. solubilized carbohydrates determined with 
DNPA reagent (reducing sugar) and phenol-sulfuric acid reagent (total 
sugar) using glucose as standard. 
Alkali-soluble glucan 
from small cel wall 
Alkali-insoluble glucan 
from large cel wall 
Pustulan 
Reducing Sugar 
released 
(%) 
4.2 
3.2 
37.0 
918 
Total sugar 
released 
(%) 
16.1 
14.1 
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Xg， 15分)について， Bio-Gel P-2によるゲルi慮、過を行っ
た(Fig.1-5 B) .小型細胞のアルカリ可浴介グルカン並
びに大型細胞のアルカリ不溶pグルカンのいずれの画
分においても，その結果は，高分子区分を除いて，ゲル
i慮過によるオリゴ糖の溶出パターンがよく 一致してい
た.さらに，ペーパークロマトグラムによって，グルコー
ス及びゲンチオオリゴ糖が生じていることが確かめら
れ，小型細胞のアルカリ可溶pグルカン並びに大型細
胞のアルカリ不溶 pーグルカンいずれの介グルカン分子
中にも直鎖の β1，6グルコシド結合の存在が認められ
た.Fig.1-5Bのゲル液過によって得られた高分子区分，
F-1 (1， 6-s) (フラクション No.58-78)の平均重合度は
Mannersら37)の方法で測定した結果，いずれも約30
(Table 1-9)であった.エンドー1，3-sー グルカナーゼの活
性を持つ Zymolyase20 Tで消化させたのち， Fig.1う B
の操作と同様にゲル漉過を行い，高分子画分と低分子園
分に分離して，そのグルコース量により比較した.その
結果，小型細胞のアルカリ可溶介グルカン画分より得
られた F-1(1， 6-s)は，その70%が低分子化された.一方，
大型細胞のアルカリ不溶pグルカン画分より得られた
F-1 (1， 6-s)は80%が，低分子画分として回収された
このことからエンド 1，6-s-グルカナーゼで可溶化した
高分子区分には，かなりの量の s-1，3グルコシド結合
の存在が推定された
エンド 1ー，3-sー グルカナーゼである Zymolyase20 T 
で戸ーグルカンを，直接消化した場合，小型細胞のアル
カリ可溶pグルカン画分は，遠心分離(15，OOOXg，15分)
により，ほとんど可溶画分に回収されたが，大型細胞の
アルカリ不溶介グルカン画分は，乾重当り約70%が可
溶画分に回収されたにとどまった(Fig.1-6 B). これは，
大型細胞のアルカリ不溶かグルカン函分中に出芽痕が
存在し，出芽痕は，エンド l，3-sグルカナーゼにより
分解しないことによるものと思われる.小型細胞のアル
カリ可溶戸ーグルカン並びに大型細胞のアルカリ不溶s-
グルカンいずれの画分においても，エンド lー，3-sー グル
カナーゼによって低分子化したものは，ペーパークロマ
トグラムの結果，主にグルコース及びラミナリオリゴ糖
であり，その他にごくわずかのゲンチオピオース及び未
確認のオリゴ糖が認められた.酵素消化24時間後の上清
(15，OOOXg， 15分)を Big-GelP-2のカラムでゲル液過
した(Fig.1-6 A). V 0 に溶出した高分子区分， F-1(l，3-
s) (フラクション No.58-64)を，エンドー1，6-s-グルカ
ナーゼで消化すると， 全糖比約35%が還元糖として生成
し，パスツラン(直鎖 s-1，6グルカン)に対するこの酵
素の分解率(Table1-8)に近い値を示し，グルコースを
含むゲンチオオリゴ糖であったことから，この区分は，
ほとんど直鎖のs-1，6ー グルカンであると考えられた.
このゲル液過のグルコース及びゲンチオオリゴ糖画分に
Table 1-9. Action of Zymolyase on Polysaccharide Fraction of Acinetobacter 
sp. Endo-1， 6-s -Glucanase Hydrolyzates of Alkali -soluble or 
Alkali-insoluble Glucan Fraction. 
A 4-ml reaction mixture containing 5 mg F -1(1 ，6-s) fraction shown in Fig. 
1-5A and 1 mg Zymolyase in 0.2 M Tris-maleate buffer (pH 7.0) was 
incubated at 30.C. The digestion product after 24-hr hydrolysis was applied 
onto a Bio-Gel P2 column (2 X 200 cm). Other conditions were the same as in 
Fig. 1-5B. The digestion product wasdivided into two fractions consisted of 
high and low molecular fractions. 
Alkali-soluble glucan 
from small cells 
Alkali -insoluble glucan 
from large cells 
Degree of Polymerization. 
D. P. a of 
F-1(l，6-s) 
fractionC 
32 
34 
Extent of hydrolysis ~ 
(%) 
69.5 
80.1 
Extent of hydrolysis was expressed as percent low molecular sugar 
determined as glucose to total carbohydrate. 
According to the method of Manners et al.37) 
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Fig. 1-6. The Action of Zymolyase on Glucans. 
A : Bio-Gel P-2 column chromatography of hydroly. 
zate by the action of Zymolyase. The hydroly. 
zate (10 ml) was applied onto a column (2 X 200 
cm) and other conditions are the same as in Fig 
1-5. Vo， void volume; Gl， glucose; Gz， lamina-
ribiose; G3， laminaritriose;一一，insoluble glucan; 
一一ー .soluble glucan. 
B: Time-course hydrolysis of glucans. A 40-ml 
reaction mixture containing 50 mg of glucan and 
10 mg of enzyme in 0.2 M Tris-maleate buffer 
(pH 7.0) was incubated at 30'Cー Releaseof total 
sugar and reducing sugar was expressed as per-
centage of dry weight of glucan preparations. 0， 
soluble glucan; .， insoluble glucan.一一，total 
sugar contents determined with phenol-sulfric 
acid reagents; 一ーー ，reducing sugar contents de-
termined with dinitrophthalic acid reagents. 
含まれるグルコース総量から β-1，6-グルコシド結合の
割合を算出した結果を Table1-10に示す.小型細胞の
アルカリ可溶戸グルカン画分には，約10%，大型細胞
のアルカリ不溶Fグルカン画分には，約 4%のβ-1，6ー
グルコシド結合が含まれていると結論された.
(2) メチル化分析
酵母 s-グルカ ンの構造解析のため，前述した 2種の
s-グルカナーゼによる酵素分解法とともに，有効な手
段と考えられるメチル化分析によって，大小細胞の細胞
壁から得た 2種の βー グルカン画分の構造について，更
に検討した.アルカリ可溶pグルカン画分においては，
大小細胞の細胞壁から得られたものについて差は認めら
れず，いずれも s-1，6ーグルコシ ド結合が，約14%含ま
れていた (Table1-11)_アルカリ不溶 βー グルカン画分
においては、酢酸処理によって得られたものは，大小細
胞の細胞壁からの βー グルカン画分いずれにも s-1，6-結
合が10%以上認められたが，硫酸処理では，著しく滅少
していた.また，硫酸不浴介グルカン画分では，大型
細胞の細胞壁が，小型細胞の細胞壁に比べ，高度に枝分
かれを有し， Misakiら36)が示した 介グルカンの値に類
似していた。
第5節 αーマンナンの構造
1. a-マンナンの構造解析
(1) αー マンナンのアセトリ シス
酵母S.ceγevisiaeの α マーンナンの構造と生合成は，
Balouと Nakajima44-47)による一連の研究によ り明ら
かにされている.その rマンナンの構造は， α-1，6-マ
ンノシド結合の主鎖から α-1，2-マンノシド結合の側鎖
が分岐したものであり，その非還元来端のほうに α1，
2-及びa-1，3-マンノシド結合の糖残基を 1個ないし 3
個結合している.本研究では，パン酵母の大小細胞にお
ける細胞壁の r マンナンを， 主鎮の a-1，6-マンノシ ド
結合を選択的に切断するアセトリシス法を用いて切断し
た後，脱アセチル化及びゲル棒、過を行い，側鎖の枝分鎖
数の相対的差異を比較した.試料として用いたアルカリ
抽出によ って得た r マンナンのマンノース含量は，大
Table 1"':10. Oistribution of Glucose in the Polysaccharide Fraction of Zymolyase 
Hydrolysis of Alkali-soluble or Alkali-insoluble Glucan Fraction. 
Untreated 
sample 
Glucose(mg) 
F-I(l，3-β) F-I/Untreated 
fractiona sample 
Glucose(mg) (%) 
3.4 9.7 
l.4 3.9 
Alkali-soluble glucan 
from smal cels 34.9 
Alkali-insoluble glucan 
from large cels 36.0 
a，.F-I(1，3-s) fraction shown in Fig.1-6A. 
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Table 1-11. Methanolysis Products of Methylated Glucans. 
Values are expressed as the amount of O-methyl D-glucose derivatives relative to the 
one of 2，3，4，6-tetra-methyl D-glucose. 
Molar ratios as glucose 
Soluble glucan Insoluble glucan 
Small Large Small Large 
a b a a a b 
Methyl glucose c d c d c 
2，3，4，6-Tetra- 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 
2，4，6-Tri- 8.5 16.9 7.8 7.5 15.6 12.1 10.2 15.3 
2，3，6-Tri 1. 7 0.0 1.5 1.4 0.3 1.7 0.4 0.0 
2，4-Di- 0.7 0.6 0.7 0.8 0.9 1.1 1.2 0.7 
a， Original glucan; b， insoluble polysaccharide obtained after endo-1， 6-s-glucanase 
degradation ; c， acetic acid insoluble; d， sulfuric acid insoluble. 
小細胞いずれも約88%であり，又，クエン酸緩衝液抽出
によるものはいずれも約90%であり，グルコースは認め
られなかった.
α マンナンは，アセトリシスを行い，脱アセチル化後，
その分解生成物をゲル液過した.アルカリ抽出とクエン
酸緩衝液抽出によって得られた αー マンナンでは，その
結果は異なっていたが，大小細胞による違いは，認めら
れなかった(Fig.1-7).また，クエン酸緩衝液抽出によっ
て得た αー マンナンは， 30.C， 6日間のアセトリシスで
も完全に分解せず，その分解後の回収率は，大小細胞い
ずれも約65%であった.このことが，長時間のアセトリ
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Fig. 1-7. Acetolysis Patterns of Mannans of Cell 
Walls from Small or Large Cells. 
Acetolysis of mannan was carried out as de. 
scribed in the text. Acetolyzates were applied onto a 
Bio-Gel P-2 column (2 X 200 cm) and other conditions 
are the same as Fig. 1-5. Ml， mannose; M2， man 
nobiose; M3， mannotriose; M4， mannotetraose，一一一，
small cels;ー ，ーlarge cells 
A : Alkali-extracted mannan. 
B : Buffer-extracted mannan 
シスによって， αー マンナン側鎖，特にマンノト リオー
ス及びテ トラオースの分解が著しく起こり，その結果，
側鎖がより短い傾向を示したと考えられた(Fig.1-7 B) . 
アルカ リ抽出 r マンナンでは，分解は 2日間で終了し，
分解後の回収率もほぼ100%で，より長い側鎖を有して
いた (Fig.1-7 A) . 
(2) マンナンの 1，2α マンノシダーゼによる分解
Acinetobacter. sp.の生産する 1，2-aー マンノシダーゼ32)
を大小細胞から分離した細胞壁の α マンナン標品に作
用させ，酵素未消化の側鎖と比較することにより，側鎖
の α1，2マンノシド結合の割合を調べることを目的と
した.その酵素による分解過程を Fig.1-8に示した.
大小細胞から分離した細胞壁の αマンナンについて酵
素分解の差は認められなかった. しかしアルカリ抽出
法によ る r マンナンは，クエン酸緩衝液抽出法による
rマンナンの約 2倍の 1，2-a-マンノシダーゼによる分
解率を示した.この分解産物を Bio-GelP-2カラムに
よってゲル液過した (Fig.1-9). V 0区分に溶出した
F-1 (フラクション No.59-72)を，再度 1，2α マンノ
シーダーゼで消化した場合，アルカリ及びクエン酸緩衝
液抽出の r マンナンは，いずれも全糖比で 5%が分解
され (Fig.1-9 B)，その未分解物を，アセトシス後，
Bio-Gel P-2でゲル櫨過を行った (Fig.1-9 C) .その結果，
アルカリ抽出 rマンナンは，クエン酸緩衝液抽出 rマ
ンナンに比べ，その側鎖は，酵素の作用を受けやすく，
その側鎖の非還元未端は，より多くの a-1，2ーマンノシ
ド結合を有していることが認められた.
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(3) a-マンナンの核磁気共鳴スペク トル
Figure 1-10にアルカリ抽出法によ って得た rマンナ
ンの H-lプロトンの核磁気共鳴 (PMR)スペク トルの結
果を示した.大小細胞の細胞壁から得られたいずれの α
ーマンナンも ppm: 5.07と5.26の2本の明確なシグナ
ルと ppm: 5.15にショルダ一様のシグナルが認められ
た. 主要な2本のシグナルは，化学シフ トに変化なく，
この PMRスペグトルから，この大小細胞の細胞壁より
得られた r マンナンは，構造に大きな差は認められな
かった.
以上，試みたいくつかの結果から，大小細胞の細胞壁
に含まれる r マンナンは，その構造に差異は認められ
なかった.このことは，酵母栄養細胞の r マンナンの
構造は，きわめて安定で， 培養条件や生育段階によって
変化しない48.49)といわれていることと一致した.
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Fig. 1-8. Time-Course of the Hydrolysis of Man. 
nans by Acinetobacter 1，2-a-Mannosidase. 
A reaction mixture contained 200 mg of mannan 
and 0.2 mg of purified enzyme protein in 30 ml 
of 0.02 M phosphate buffer (pH 7.0). Incubation 
was carried out at 30.C. Release of reducing sugar 
was expressed as percentage of total carbohydrate. 
0， alkali-extracted mannan. e， buffer-extracted 
mannan. 
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Fig. 1-10. PMR Spectrum of Baker's Yeast Man. 
nans. 
The PMR spectra of mannans were obtained by 
using a JES-PS 100 spectrometer equipped with a 
temperature control unit， from 0.4 ml D20 solution 
containing 80 mg of mannan at 70t: with 
2，2-dimethy 1-2-silapentane-sulfonate as an internal 
standard. 
A : Mannan of cel walls from smal cells 
B : Mannan of cell walls from large cels. 
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Fraction number (2 ，1) 
Fig. 1-9. Gel Filtration Profiles of the Digestion 
Products of Manrian by 1，2-α-Mannosi-
dase. 
The digestion products and acetolyzates of man. 
nan were applied onto a Bio-Gel P-2 column (2 X 200 
cm) and other conditions are the same as Fほ 1-5.
一一一，alkali-extracted mannan;ー ーー， buffer -extract. 
ed mannan. 
A : The degradation product of mannan indicated in 
the legend of Fig. 1-8. 
B : Redegradation product by mannosidase of F-l 
fraction shown in A. 
C : Acetolyzate of F-l-1 fraction shown in B. 
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2.αーマンナンの分子量
大小細胞の細胞墜に含まれる r マンナンの分子量に
よる差異を調べるために， 8io-Gel P-300によるゲルj慮、
過を行った 大小細胞壁の違いは見られなかったが，ア
ルカリ摘出によって得た r マンナンの分子量はゲル議
過の溶出位置からの推測値は約90，000で，クエン酸抽出
法によって得た αマンナンの分子量約140，000よりも低
分子であることが認められた (Fig.1-11). この低分子化
したことが，先に示したアセトリシスに対する作用の受
け易さの一つの原因となっていると推定された.
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Fig. 1-11. Elution Patterns from a 8io-Gel P-300 
Column of the Mannan Preparations 
A 2-ml solution containing 5 mg of mannan was 
applied onto a 8io-Gel P-300 column (3 X 34 cm). The 
column was eluted with water at a flow rate of 4 
mllhr. ，alkali-extracted mannan; 0，buffer-ex-
tracted mannan. 
第6節キチンの構造
1.細胞壁に含まれるグルコサミン
8aconら22)が，酵母の出芽痕領域にキチンの存在を示
して以来，酵母細胞壁中のグルコサミンの存在形態と構
造的機能に関する研究が報告されている.8eranら50.51)
は，出芽痕を有している細胞と持たない細胞に分別し，
出芽痕を持たない細胞は，細胞壁中のグルコミサン含量
が少ないことを明かにし，さらに， 一次隔壁中にもキチ
ンが存在する可能性を示した.Cabibら23.52.53)も，一連
の研究で一次隔壁中のキチンの存在を明らかに してい
る.著者ら20)も出芽痕の リング状の構造の主体はキチ
ンであり， Cabibらの示した出芽痕リングと同じ構造で
あると結論した.
一方，出芽痕を持たない小型細胞壁中にも，グルコサ
ミンの存在が認められた(Table1-6)が，その存在様式
については，検討されていない.そのため，本研究では，
出芽痕部位以外の細胞壁に含まれるグルコサミンの存在
形態を検討することを目的とした.
はじめに，パン酵母の小型及び大型細胞の細胞壁に含
まれているグルコサミンが，s-グルカン画分にどの程
度分布しているかを調べるために，アルカリ可浴介グ
ルカン画分とアルカリ不溶戸ーグルカン画分に含まれる
グルコサミンの収量及び含量を測定した(Table1-12). 
大型細胞の細胞壁のアルカリ不浴介グルカン画分中に
は，出芽痕が認められ(Fig.1-4)，細胞墜に含まれるグ
ルコミサンの約70%がこの画分に残存していた.小型細
胞の細胞壁のアルカ リ不溶pグルカン画分には，出芽
痕が認められない (Fig.1-4)にもかかわらず，硫酸処理
Table 1-12. Glucosamine Contents and Recovery of Glucan Preparations of Cel Wals from 
Smal and Large Cels. 
Glucosamine content was expressed as percentage of dry weight of each preparations. 
Small cel Large cel 
Yield Glucosamine Recovery Yield Glucosamine Reeovery 
content content 
(mg) (μg/mg) (%) (mg) (μg/mg) (%) 
Cel wal 1000 6 100.0 1000 34 100.0 
Soluble glucan 236 9 35.4 110 9 2.9 
lnsoluble glucan 
a 24 103 41.2 136 174 69.6 
b 66 59 64.9 155 159 72.5 
a， Sulfuric acid insoluble. b， Acetic acid insoluble. 
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後及び酢酸処理後のアルカリ不溶かグルカン画分には，
それぞれの細胞壁に含まれるグルコサミンの約41%及び
65%が，この函分に残存していた.これらの結果から，
出芽痕以外にもキチンあるいはグルコサミン複合体の存
在の可能性が示唆されたために，これらの舟グルカン
薗分を用い，キチンの特異的蛍光染色剤である Bright.
ener (Sigma)による染色を試みた.その結果を Table
ト13に示す.この染色剤は，ある程度の渡度以上では
介グルカンをも染色することが確かめられており 20)
希釈濃度を変えて，蛍光顕微鏡による観察を行った.ア
ルカリ可浴介グルカン画分においては，大小いずれの
細胞も， Brightener濃度が 0.24μg/mlで一様に染色が
認められ，特異的な部分の染色は認められなかった.ア
ルカリ不浴介グルカン函分においては，大型細胞の細
胞壁に含まれる出芽痕は 0.024月 /mlで明瞭に染色され
たが，その他の s-グルカン表層部は染色されず，小型
細胞の細胞壁のアルカリ不浴介グルカン画分も同様に
染色されなかった.
さらに，これらの介グルカン画分において，a-マン
ナン蛋白複合体のように，グルコサミンを介して糖ー蛋
白複合体を形成している可能性が考えられた.そのため
に，これらのかグルカン画分に含まれるアミノ酸組成
を調べた.アルカリ可浴介グルカン函分においては，
大型細胞壁でリジン含量が高いほか，差は認められず，
アルカリ不溶β グルカンにおいては，検出されたアミ
ノ酸は，ごくわずかで，いずれも小型細胞の細胞壁の方
が高い結果を得た(Fig.1-12). 
s-グルカン画分に含まれるグルコサミンを亜硝酸に
より選択的に分解することによって，その存在形態を確
Cly 
.10 
Vu 
Leu 
Il・
50r 
，"r . 
Clu 
Ly. 
0.1 0.2・ . 
Percent of dry weight 
Fig. 1-12. Amino Acid Composition of Glucans 
Amino acids were determined with a Hitachi 
KLB-3B amino acid analyzer after hydrolysis with 4 
N hydrochloric acid at 110"C for 16 hr.仁コ.small 
cells;_.la叩 cels.
A : Soluble glucan. B : Insoluble glucan. 
かめる目的で. HaseとMatsushima42)の方法を用いた.
小型細胞のアルカリ可溶かグルカン函分及び大型細胞
のアルカリ不浴介グルカン画分を亜硝酸処理したとこ
ろ，それぞれ， 50%以上のかグルカンは可溶化され，
亜硝酸処理後の不溶残益のグルコサミ ン量も減少し，そ
の回収率は40%以下であった(Table1-14). 
2.出芽疲中のキチン-13-グルカン複合体
著者ら20)は，先に酵母の出芽痕のリング機造は主に
キチンより構成されており，その他の出芽痕部位には，
βー グルカンが含まれていることを示した.ここでは，
出芽痕部位を構成するこれらの多糖が，どの様な構造上
Table 1-13. Stainability of Alkali-insolube Glucan with Brightener. 
Glucan preparations were suspended in Brightener 28 (Sigma) solution of the 
indicated concentrations for 5 min at room temperature. The suspension was 
mounted on slide glass and observed directry. 
Brightener concn. 
(μg/ml) 
2.4 
0.24 
0.024 
Intensity of fluorescence 
Insoluble glucan preparation 
Small cel walls Large cel walls 
Surface 
++ 
+ 
Surface other 
than bud scar 
++ 
+ 
Bud scar 
+++ 
+++ 
++ 
Symbols; very strong fluorescence + +十.strong + +. week but cleary 
discernible +. no fluorescence -. 
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Table 1-14. Glucosamine Content and Recovery of Glucan Preparations by Nitrite-treatment. 
20 mg of test sample in 50 ml of water are added to 20 ml of 0.45 M acetate buffer (pH 3.6) and 20 ml of 
0.4 % sodium nitrite solution. The reaction mixture is allowed to stand for overnight at room 
temperature. After centrifugation， the solution was siphoned off and the residue was washed. The 
residue was analyzed for the content of glucosamine. 
Non -treatment Nitrite-treatment 
Glucosamine Glucosamine 
Sample Content Recovery Sample Content Recovery 
(mg) (%) (%) (mg) (%) (%) 
Soluble glucana 32.3 0.91 100 14.7 0.71 35.5 
lnsoluble glucanb 49.7 13.3 100 20.6 11.8 38.4 
Prepared from small cel wall; b， Prepared from large cel wall. 
の機能を有するかを検討することを目的とした. Bacon エンドー 1，6-sー グルカナーゼ25)により消化させると，出
ら22) の方法に従い，パン酵母細胞をアルカリ及び酸処 芽痕のリング構造はほとんど消失し，電子顕微鏡で観察
理の 5回の繰返しにより，グルコサミン含量70.3%，グ されにくくなった(Fig.1-13). この結果から，リング構
ルコース13.7%の出芽痕標品を得た20) 出芽痕に含ま 造の形成には，キチンとともに s-1，6グルコシド結合
れる β グルカンは，メチル化分析の結果，次のメチル が深く関与していることが示唆された.
グルコース値を得た:2， 3， 4， 6-tetra-， 10.6% ; 2， 4， 
6-tri-， 52.1%; 2，3， 4-tri-， 18.2%; 2，4一di一， 19.2%. こ
れらの結果は，出芽痕のグルカンは， s-1，3グルコシ
ド結合を主鎖とし，直鎖の s-1，6ー グルコシド結合を18%
含み，C-3位と C-6位で高度に枝分かれした構造を有
していることを示した.この出芽痕中の s-1，6ー グルコ
シド結合が，大型細胞壁の硫酸不溶pグルカン中のp
グルコシド結合の多さ (Table1-11)に反映していると考
えられる.さらに，出芽痕標品を，Acinetobacter. spの
Fig. 1-13. Electron Micrographs of Bud Scar-rich 
Preparation and Endo-1，6-s-Glucanase 
Treated One. 
A : Bud scar-rich preparation obtained by 5 cycles 
of chemical treatment. 
B : Bud scar-rich preparation treated with 1，6-β 
glucanase. A 4 mlreactio日 mixturecontained 5 
mg of bud scar-rich preparation and 17μg of en 
zyme protein in 0.017 M phosphate buffer (pH 
5.5). lncubation was carried out at 30'C for 24 
hr 
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第7節考 察
1.酵母大小細胞の細胞壁構成成分と構成多糖
細胞壁の主要な構成糖であるグルコース及びマンノー
ス含量が，調べたパン酵母及び S.cerevisiae FE-1の大
型細胞の細胞壁において 特に S.cerevisiae FE -1にお
いて高い傾向を示した (Table1-3).酵母の栄養生長過
程において，出芽後，母細胞から分離した小型細胞の細
胞壁のグルコース及びマンノース含量は，より小さい細
胞ほど少なく，その後細胞が肥大生長し細胞壁が厚くな
る19)につれて，この二つの糖含量が増加する傾向を示
した.グルコサミンも大型細胞の細胞壁により多く含ま
れていたが，これは，酵母細胞壁中に存在する出芽痕が，
大型細胞中にのみ含まれており，その出芽痕がキチンに
富むという結果7，12)を反映していると思われた.
パン酵母の大小細胞の細胞壁の構成多糖を分画するた
めに，苛性カリ及び酢酸による加熱抽出を行ったが，細
胞壁に含まれるグルコースが，アルカリ可溶及びアルカ
リ不溶戸ーグルカンとして回収されたのは，いずれの細
胞壁においても，約53%であり，細胞墜に含まれるマン
ノー スが， α マンナンとして回収されたのは，大型細
胞の細胞壁において約52%であり，小型細胞の細胞壁に
おいて約61%であった (Table1-3， Table 1-5及び Table
1-6より算出).以上の結果は，細胞壁を構成している
多糖のおよそ半分を解析しているにすぎないので，さら
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にこれらの多糖の回収率を高めることが必要であると思
われる.
さらに，a-マンナンの調製のために，フェーリング
法を用いたが，この方法では，a-マンナンの巨大分子
の分解を伴うという NakajimaとBallou44)の指摘から，
構造の解析という点では問題があり ，a-マンナンの調
製法は今後の検討課題である.
2. s-グルカンの推定構造
メチル化分析及び酵素による分解産物の検討と
Misakiら36)や Manners37)の示 したFグルカン構造か
ら，パン酵母グルカンの構造を推定した.
アルカリ可溶 βー グルカンは，大小細胞の細胞壁にお
いて構造的差異は認められず，重合度は小型細胞より得
られた方が大きい傾向を示した.この s-グルカンを
Acinetobacter spエンドー1，6-s-グルカナーゼにより消化
した場合，可溶化した糖は s-グルカンの約16%であり
(Table 1-8)，その分解生成物は，主にゲンチオオリゴ
糖と様々な高い重合度の β-1，3-グルコシド結合を持つ
糖の混合物であった (Fig.1-5 A， Table 1-10). この大
小いずれの細胞の細胞壌にも認められた様々な高い重合
度の s-1，3-グルコシド結合の存在は，直鎖の s-1，6グ
ルコシド結合の聞に β1，3ー グルコシド結合の糖残基か
らなる様々な分子量の側鎖が存在すると考えられる.こ
の構造は， Misakiら36)が示した s-グルカン構造である.
消化後の未分解のかグルカンには，直鎖の s-1，6グル
コシド結合は存在せず， C-6位でわずかに分岐を有する
β-1， 3-グルカンのみ存在しており (Table1-9)，重合度
も950から360と約38%に減少した (Table1-7). また，
このpグルカン画分をエンドー1，3-s-グルカナーゼであ
る Zymolyase20 Tにより消化した結果 (Fig.1-6及び
Table 1-10)とメチル化分析の結果(Table1-11)を併せ
て考察すると，この画分の s-グルカンには，約10%の
β1， 6グルカンが含まれており，この β-1，6ー グルカン
が，平均重合度約360のβ-1，3-グルカンとの結合を仲介
し，平均重合度約950の βーグルカンを構成していると考
えられる.この β グルカンが，小型細胞において細胞
壁の主要な構造となっている.
酢酸処理によって得たアルカリ不浴介グルカンは，
小型細胞には，細胞壁の7.3%しか存在しなかったが，
大型細胞では， 18%と細胞壁の主な構成多糖であった.
その構造は，アルカリ可溶かグルカンに比べると ß~1 ，
6グルカン含量は約4%と低く (Table1-10)，この s-1，
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6-グルカンが，平均重合度約310のs-1，3グルカンを仲
介し，平均重合度約1，250の高分子戸ーグルカンを構成し
ていると考えられる.大型細胞のアルカリ不溶 pーグル
カンは，小型細胞のアルカリ可溶戸 グールカンに比べ，
側枝構造がより複雑であり，そのためにアルカリに対す
る不溶性が増大する一因となっていることが考えられ
る.その倶IJ枝構造の解明は今後の課題である.
さらに，硫酸不溶かグルカン画分においては，硫酸
処理により，多くの β1，6グルコシド結合が分解され
たか，あるいは， s-1，6ー グルカンが可溶化し，除去さ
れて，骨格構造として存在する s-1，3-グルカンが残っ
たものと思われる (Table1-11).小型細胞の細胞墜では，
硫酸不溶β グルカン函分の収量が， 3 %と著しく低く
(Table 1-5)，栄養生長過程において，骨格構造体とし
ての β1，3グルカンは，充分に形成されていない状態
にあると考えら札た.また，このことは，小型細胞の細
胞壁を酢酸処理をして得られたアルカリ不溶かグルカ
ン画分のメチル化の結果が，アルカリ可溶 s-グルカン
のメチル化の結果と類似していることからも示唆され
る.
3. a-マンナンの推定構造
アルカリ摘出法及びクエン酸緩衝抽出法の二つの方法
により，大小細胞の細胞壁から r マンナンを調製した
が，大小細胞において差異は認められなかった.しかし，
その調製方法によって，得られた αー マンナンの側鎖が
変化し Acinetobacteγsp.1，2α マンノシダーゼの作用
において影響を受ける可能性を示した (Fig.1-8及び
Fig. 1-9).酵母 rマンナンの側鎖の α1，2マンノシド
結合をエキソ型に切断する酵素は，あまり知られておら
ず54，55)，a-マンナンの側鎖構造の a-1，2 とa-1，3マ
ンノシド結合割合を検討するために有効な一つの手段に
なると思われた.クエン酸緩衝液抽出法により調製され
た r マンナンは，その側鎖にリン酸が結合していると
いう報告56)もあり，そのために酵素作用が受けにくい
可能性が考えられた.
4.キチンの形態
細胞壁に含まれるグルコサミン含量は，大型細胞の細
胞壁のアルカリ不溶pグルカン画分において最も多
かった (Table1-12). この画分には出芽痕が含まれてい
る(Fig.1-4)ことによるものと思われた.しかし出芽
痕を含まない小型細胞の細胞壁及びアルカリ不溶 pーグ
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ルカン画分ゃいずれの細胞壁からのアルカリ可溶介グ
ルカン画分にもグルコサミンが含まれていたが，キチン
の特異的染色剤 Brightenerによ って染色されなかった.
このことから，細胞壁全体に存在するグルコサミンは，
出芽痕に存在するキチンとは異なる存在形態で存在する
ものと推定された.出芽痕のみならず，誕生痕あるいは
細胞壁全体にもグルコサ ミン重合体の存在が考えられる
が，その存在形態についての検討は，今後の課題である.
SietsmaとWesseles57)が，Schizothillu刑 comm附犯のp
-グルカ ンー キチン復合体は， N-アセチルグルコサ ミン
あるいは特定のアミノ酸を介して形成していることを示
した.これらのpグルカン画分において，このグルコ
サミンが，特定のアミノ酸とともに糖蛋白質複合体の形
成に関与している可能性を調べるために，ア ミノ酸分析
を行った結果から，用いた s-グルカン函分においては，
特定のアミノ酸が，s-グルカ ン キーチン複合体の形成に
関与しているかどうかは確定できなかった(Fig.1-12). 
また， Sietsmaと Wesseles57)は SchizoPhillumc側 ー
muneのアルカリ不溶かグルカンを亜硝酸処理するとキ
チンと共有結合している β グルカンが可溶化して くる
ことを示している. 一方，HaseとMatsushima42)はア ミ
ノ糖が亜硝酸により分解され， 2， 5アンヒドロヘキ
ソースに変化することを示唆している.s-グルカン画
分の亜硝酸による分解の結果(Table1-14)から，パン酵
母の大型細胞の細胞壁のアルカリ不浴介グルカン函分
に含まれるグルコサミンは， 40%弱が出芽痕部分のリ ン
グ構造体として介グルカンと共有結合しているが，そ
の他は亜硝酸により分解を受け易い結合で存在している
と思われた. Brizaら58)が，酵母の胞子墜に含まれるグ
ルコサミン重合体は，ほとんどがキトサンであり，:9[硝
酸により分解されることを明かにしていることから，酵
母の栄養細胞の細胞壁にもキトサンが含まれる可能性が
示唆された.一方，Molanoら59)や Ronceroら60)は，少
量のキチンが細胞壁全体に存在していることを示した.
また， MolとWesseles61)は，細胞壁を直接亜硝酸処理
することによって，アルカリに対する可溶性が増すこと
から，sグルカンとキチンの共有結合が細胞壁のアル
カリ不溶性を保持する因子であることを示した.
第8節要 旨
1. SaccharOmyces cerevisiaeの細胞壁の構成多糖は，
主に，s-グルカンと rマンナンであるが，大型細胞か
927 
ら分離して娘細胞から母細胞へと生長する小型細胞で
は，大型細胞に比べ，細胞壁中の多糖の占める割合が少
ない傾向を示した (Table1-3). これらの多糖は， 1 N 
KOHにより100.C，30分の処理で，a-マンナン，アルカ
リ可溶pグルカン及びアルカ リ不溶かグルカン画分に
分画された.分画後のアルカリ不溶伊グルカンが，小
型及び大型細胞のいずれにおいても，細胞の形態を保持
する主な役割を担っていることが電子顕微鏡観察により
推定された(Fig.1-4). 
2.出芽経験を持たなし叶、型細胞の細胞壁は，アルカ
リ可溶 βー グルカ ンを多く 含み，一方，種々の分裂令が
混在している大型細胞の細胞壁は，アルカリ不溶s-グ
ルカ ンを多く 含んでいた (Table1-5).栄養生長過程に
おいて，小型細胞が大き さを増すに従い，細胞壁のp
グルカンがアルカリに溶けにくくなることは， 主にs-
グルカ ンの重合度の進行とグルコサミン含量の増大によ
るものと思われた(Table1-6及び 1-7). 
酵母細胞壁 s-グルカンは，主として， C-6位で分岐
構造を有する s-1，3ーグルコ シド結合より重合度300以上
の基本構造と， C-3位でわずかに分岐構造を有する p
-1， 6-グルコシド結合よりなる仲介構造で連結されてい
ると推定された.
3. a-マンナ ンは小型細胞に比べ大型細胞の細胞壁
でその含量は多い傾向を示した (Table1-3)が，その含
量は，菌株の培養条件によって変動があるものと思われ
たしかし パン酵母の小型及び大型細胞から得られた
α マンナンの質的差異は，アセトリシス， 1， 2-a-マン
ノシダーゼ消化および PMRスペクトル分析においては
認められなかった.このことから， パン酵母の栄養生長
過程においては，a-マンナンは，量的増加は起こるが，
質的変化は起こらないと推察された.
4.細胞壁に含まれるグルコサミンは，主に，出芽痕
領域に存在し，キチンリ ングを構成しているが4]) こ
の大型細胞に局在する出芽痕は， βー1，6-グルコ シド結
合を多 く含むs-グルカ ン層で覆われており，キチンと
ともに出芽痕のリング構造の保持に重要な役割を担って
いると思われた.また，細胞壁全体にもグルコサミン重
合体が存在し，その重合体は，キ トサンである可能性が
示唆された.
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第E章酵母の子のう胞子形成過程における胞子壁
構成多穂成分の変動
第 l節緒 言
S. cerevisiaeの2倍体細胞は，窒素i原と炭素源に富ん
だ栄養培地では，出芽によって栄養生長を行うが，酢酸
カリのみを含む培地にその細胞を移すと減数分裂を行
い，子のう胞子を形成し 4個の子のうに分化する.子
のう胞子の胞子壁(以下胞子壁と略す)は，栄養細胞の細
胞壁(以下細胞壁と略す)とは，その組成及び構造が異
なっていることは，生化学的手法62)や電子顕微鏡63-65)
によって明らかにされているが，化学分析による解析は
十分にはなされていない66.67) ここでは，胞子形成率
がほぼ100%で，その同調性がよい S.cerevisiae FE-1株
の子のう及びスフエロプラストを用いて，胞子形成過程
における胞子壁構成多糖の質的変動の解析を試みた.ス
フエロプラストによる胞子形成培養を用いた理由は，次
の点があげられる.
①胞子形成が，栄養細胞の細胞壁の存在の有無によって，
大きな影響をうけない.、
②胞子形成過程で胞子撃を分析するときに，栄養細胞の
細胞壁が化学分析の障害になる.
①スフエロプラストは，浸透圧シ ョックで簡単に壊れ，
単離胞子の分離が容易である.
第2節実験方法
1.スフエロプラストによる胞子形成培饗方法
S. cerevisiae FE -1株の栄養生長，スフェロプラス ト形
成及び胞子形成培養は，著者らがさきに示した方法制
に従い以下のように行った. 3.6%のトマトジュースを
含む Burkholder改変培地に保存菌株を植え， 30"(;， 24 
時間静置培養後，再び同培地に植え変え， 30.C， 30時間，
回転振とう培養を行ったその後，培養液を集め，栓を
して30"(;，18時間撹祥して飢餓処理をした後，集菌し，
洗浄した.スフェロプラスト化するために，細胞は，
0.2 M 2-メルカプトエタノール， 0.8M KC1， 25mM 
Tris-HClを含む溶液(pH7.5)で30.C，15分間処理した
後，遠心し(620Xg，5分)， 0.8M KClで洗浄した.細
胞は，その後，直ちに 750μg/mlの Zymolyase20 T (生
化学工業 K.K.)， 0.8 M KCl及び 25mM Tris-HClを含
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む溶液 (pH7 .5)に 3X 107 cels/mlの濃度に懸濁し，
30.C， 30分間反応させた.得られたスフェロプラストは，
遠心により集め，500ml三角フラスコ中に 0.75Mのソ
ルピト ール及び 60mMの酢酸カリを含む胞子形成培地
(100 ml)に3X 107 cels/ mlの濃度で移 し替え，30"(;で培
養した.
2.胞子壁の調製方法
スフェロプラスト細胞を先に示した胞子形成培地に懸
濁し， 30.Cで培養し，経時的に細胞を遠心分離(620Xg，
5分)により集め， 0.8M KClで3回洗浄した.沈澱画
分の胞子形成過程にあるスフエロプラストは，蒸留水に
懸濁し，スフェロプラストを破壊した後，蒸留水で3回
洗浄し，沈澱画分を胞子標品とした.胞子襟品は，
Braun細胞破砕器で破砕後，遠心分離(620Xg，5分)に
より得た沈澱画分をさらに10回洗浄し，胞子壁標品とし
た.破砕後の上清画分は， 15，000Xg， 15分の遠心分離
を行い，その上清函分は胞子内函分として，後に第4章
で述べる胞子内 pーグルカン分解酵素の測定に用いた.
3.胞子壁構成成分の分析方法
胞子壁のウロン酸含量は， KhymとDohertl9)の方法
に従い，その他の胞子壁構成成分の分析方法は，第 l章
で述べた方法と同様に行った.
4.グリコーゲンの定量方法
分画して得られた胞子壁に含まれるグリコーゲン量を
測定するために， Becker70)の方法に準じて分析した.
多糖画分(4mg)を 2mlの水に懸濁し， 100.C， 5分間
の加熱，可溶化後，M/lO酢酸緩衝液(pH4.5) 2 mlを加え，
撹排した.その溶液に Rhizゆ~s sp.のアミログ リコシ
ダーゼ(エキソー1，4α グリコシダーゼ， EC 3. 2.1. 3， 
Sigma) 1 mgを加え， 50"(;， 4時間反応させ，生じた還
元糖量からグルコース量を求め，その総量をグリコーゲ
ン量とした.比較のために，標準物質としてカキグリコー
ゲン(東京化成工業 K.K.)を用いたところ，この測定条
件によって，カキグリコーゲンは，ほほ完全に分解され，
相当する還元糖の生成が認められた
5.グルコサミン重合体の分析方法
胞子壁に存在するグルコサミン重合体の存在形態を調
べるために，胞子壁及び胞子壁のアルカリ抽出後の不溶
残澄について， Sietsmaと Wessels57)の方法及び Hase
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とMatsushima42)の方法に従い，亜硝酸によるグルコサ
ミンの分解率を調べた. まず， SietsmaとWesselsの方
法に従い，標品 (10mg)を 1mlの水に懸渇し， 2M
NaN02 l.5 mlと2M HCl 0.5mlを加えた.室温に 4時
間放置後，残益は遠心(l5，000Xg，15分間)により集め，
グルコサミンの分析に供した 一方， HaseとMatsushi.
maの方法については，前述(第 1章，第 2節， 6 (2)s-
グルカン標品の亜硝酸分解方法)したとおりに行った.
第3節 胞子形成過程と胞子壁構成多湾成分の変動
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た). 
(2) 胞子壁構成成分の分析
胞子壁の構成多糖の分画方法を確立する目的で，ス
フェロプラス トを用い，48時間の胞子形成培養を行い，
単離胞子を得た. 胞子形成率及び胞子壁標品の収量を
Table 2-1に示す.この結果から，光学顕微鏡による胞
Table 2-1. Percent of Sporulation and Yield of Spore 
Wall during Sporulation in Spheroplasts. 
Incubation in sporulation medium 
(hr) 
1.胞子形成過程における胞子壁構成成分の変動 8 12 16 24 
(1) スフエロプラストによる胞子形成培養 Sporulation (%) 2.2 55.5 84.0 92.0 
栄養細胞及びスフエロプラス トによる胞子形成の経時 Yield of spore walホ 22.5 27.4 27.4 27.3 
* 変化の結果を Fig.2-1に示す.胞子形成前にスフエロ ，Values are expressed as % of dry weight of spores. 
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Fig. 2-1. The Kinetics during Sporulation. 
At intervals， samples withdrawn for the deter. 
mination of the percentage of asci by phase-contrast 
microscopy. After dialysis. samples of spheroplasts 
were colected for the subsequent determination of 
dry weight. 0， percentage of asci in spheroplasts; .，dry weight of asci inspheroplasts;ム.percen. 
tage of asci inwhole cels 
子形成率の測定は必ずしも適切ではなく，胞子の収量(結
果は示さない)と胞子壁の収量から， 胞子の形成は，培
養12時間自にすでに完了していると思われた.
胞子形成過程において合成される主要な胞子壁構成成
分は，量的には，糖質，脂質，蛋白質の順に多く，糖質
の中では特にグルコースが約29%から約38%を占め，グ
ルコサミン，マンノースはそれぞれ，約 9%から約12%，
約3%から約 7%を占めており，いずれも胞子形成開始
の8時間目にすでに合成されていた(Table2-2).酵母
の栄養細胞の主要な細胞壁構成成分であるマ ンノース
は，細胞壁の36%を占める (Table1-3)のに対し，胞子
壁には約5分のlから10分のlか官められたのみであっ
た.
Table 2-2. Chemical Composition of Spore Wall Prepara. 
tions. 
Values are expressed as % of dry weight of spore 
wals. 
Incubation in sporulation medium 
(hr) 
Component 8 12 16 24 32 48 
Glucose 33.1 30.8 30.9 29.3 32.0 37.8 
Mannose 4.7 6.6 6.6 6.4 5.4 3.1 
Glucosamine 8.5 8.7 9.0 12.1 11.0 8.7 
Protein 8.5 13.3 14.0 12.2 nd 9.3 
Uronic acid nd nd nd nd nd 2.6 
Total lipids 16.0 nd nd 18.8 nd 20.6 
プラスト細胞の乾燥重量が増減したのは，おもに細胞内
のグリコーゲンの増減によるものであり 71) その後の
増加は胞子の形成と一致していた.スフエロプラストに
おいても， 子のう胞子の形成は， 栄養細胞と同様に，培
養開始8時間目に開始した.培養24時間目には，約95%
の細胞が同調的に子のう胞子を形成した.スフェロプラ
ストにおいては， 栄養細胞に比べ， わずかに胞子形成の
促進が宮、められた.また，この胞子は，形態的には，栄
養細胞から得られた胞子と異ならなかったし，発芽試験
においても，同調的にほぼ100%発芽した(結果は省略し nd. Not determined. 
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2.胞子壁構成多糖の分画と精製 (2) 構成多糖の精製
(1) 構成多糖の分画 冷アルカリ抽出で得られた多糖(Table2-4)を分離，
胞子壁にたいして，先に示した栄養細胞の細胞壁多糖 精製する目的で，ゲル漉過を行った.その結果，
の分画に用いた 1N KOH， 100.C， 30分間の処理を行い Bio-GelP-300を用いたゲル滅過によって，分子量40万
遠心分離(15，OOOXg，15分)後，上清画分及び沈澱画分 以上の高分子多糖画分が得られた (Fig'2-2). その回収
に分画した.それぞれの画分のグルコース及びマンノー
スの含量及び回収率を調べたところ，胞子壁構成糖に対
するそれらの収量が低下し，この熱アルカリ抽出では約
55%のグルコースが回収できなかった (Table2-3). そ
Table 2-3. Distribution of Glucose and Mannose by Hot 
Alkali -Extraction in Spore Walls. 
Values are expressed as % of dry weight of spore 
walls. 
Glucose Mannose 
(%) (%) 
Spore wallキ 45.3 3.5 
Soluble in 
hot 1 N KOH 20.1 0.8 
hot 2 N HZS04 0.1 0.0 
Residue 0.2 0.0 
一Sporewall material was prepared after 48-hr incuba 
tion of sporulation medium and used for analysis after 
lipid-extraction. 
のため，同じ胞子壁標品について，より穏和な抽出方法
として， 1 N KOHを用い， 30.C， 24時間の抽出を行った.
その結果，胞子壁のグルコースの91%とマンノースの
46%が可溶化し，還元糖の生成が1%以下であったこと
から，ほとんどの胞子壁の介グルカンを抽出すること
ができ (Table2-4)，胞子壁の多糖の抽出には，この方
Table 2-4. Distribution of Glucose and Mannose by Cold 
Alkali-Extraction in Spore Walls 
Values are expressed as % dry weight of spore walls. 
Glucose Mannose Glucosamine Protein 
Spore wall 47.8 
Soluble in 
cold 1 N KOH 43.3 
Residue 2.2 
2.6 12.8 12.0 
1.2 
0.2 
3.6 
9.7 
8.6 
3.3 
法(冷アルカリ抽出と略す)を用いることにした.この冷
アルカリ抽出後の残澄には 主にグルコサミンが存在し
ていた(Table2-4). 
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Fig. 2-2. Gel Filtration Profiles of Cold Alkali-Solu. 
ble Fraction from Spore Walls of S. cere 
visiae FE-1. 
The spore wall preparation was incubated with 1 
N KOH at 30.C for 24 hr. One milliliter of the in-
cubation mixture contained 20 mg as dry weight of 
spore wall 一一一，carbohydrate concentration;ー ， 
protein concentration 
A : The soluble fraction was fractionated by chro. 
matography on Sephadex G-I00 (2.3 X 40 cm) 
The column was eluted with water at a flow rate 
of 8 ml/hr 
B : F-l fraction shown in A was applied onto a 
Bio-Gel P-300 column (2.8 X 40 cm). The column 
was eluted with water at a flow rate of 4 mllhr 
and 5 ml fractions were collected 
率は，胞子壁から抽出されたグルコースの87%，マンノー
スの10%であった.マンノースの回収率が著しく低かっ
たことから，冷アルカリ抽出によって得られた胞子壁多
糖は，ゲル櫨過による分離，精製を行わずに，アルカリ
抽出後，中和し， 蒸留水で24時間透析した.透析後，凍
結乾燥したアルカリ可溶画分のグルコース含量は，胞子
形成過程を通じ約70%であったが，マンノース含量は，
ほほ胞子形成が完了する16時間日以降， 高い傾向を示し
た(Table2-5). 
Gunja-Smithら72)は，酵母に含まれる水不溶性のグリ
コーゲンの一部は，細胞壁 pー グルカンと会合して存在
していることを示している.アルカリ可溶の多糖画分に
グリコーゲンが含まれている可能性があるため，この多
930 
酵母の生活環の細胞壁多糖とグルカナーゼー一河東田 25 
Table 2-5. Yield and Carbohydrate Composition of Alka. 
li-Soluble Fraction from Spore Walls. 
lncubation time in sporulation medium 
(hr) 
8 12 16 24 
Yield本 43.8 51.4 50.2 45.6 
Composition 
Glucose 70.3 64.5 74.7 69.2 
Mannose 7.0 10.9 15.2 14.2 
* Values are expressed as % dry weight of spore walls. 
Table 2-6. Methanolysis Products of Methylated Alkali-
Soluble Fraction of Spore Walls. 
Values are expressed as the amounts of 0-methy1 
D-glucose derivatives relative to the one of 2，3，4.6-
tetra-methyl D-glucose. 
Methyl glucose 
2，3，4，6-Tetra-
2，4，6-Tri一
2，3，6-Tri-
2，3，4-Tri一
2.4-Di-
Incubation time in sporulation medium 
(hr) 
8 12 16 24 
1.0 1.0 1.0 1.0 
27.5 41.8 32.9 21.5 
6.1 8.4 11.8 5.4 
3.8 5.5 7.6 5.1 
1.6 2.1 2.2 1.3 
糖画分を，直接メチル化した結果， 2，3，6-トリメチルグ
ルコシドが検出され(Table2-6) ，胞子壁にもグリコー
ゲンの存在の可能性が示唆された.そのため，この多糖
函分に含まれるグリコーゲン量を測定するために，多糖
存在しているのではないと恩われた.この沈澱函分を胞
子壁のアルカリ可溶 pー グルカン標品とした.そのアル
カリ可溶s-グルカン画分及びアルカリ不溶残溢画分の
収量は，培養12時間目以降は，いずれの画分においても，
大差は認められなかった(Table2-7) . 
Table 2-7. Yield of Alkali-Soluble Glucan and Alkali 
lnsoluble Residue of Spore Wall Prepara. 
tlOns. 
Values are expressed as % dry weight of spore walls. 
Alkali -sol u ble 
glucan 
Alkali -insoluble 
residues 
Incubation in sporulation medit日n
(hr) 
8 12 16 24 
30.8 40.3 37.4 35.6 
19.0 18.7 15.4 19.5 
第4節 胞子壁 pーグルカン成分の変動
1.胞子壁 pーグルカンの糖組成
胞子形成過程において得られたアルカリ可溶かグル
カン標品 (Table2-7)の化学組成については，いずれの
標品もマンノース含量は 1%以下であり，グルコース含
量は約90%，蛋白質は約10%であった(Table2-8) .いず
Table 2-8. Chemical Composition of Glucan Prepara. 
tlOns. 
Values are expressed as % dry weight of glucan 
画分(4mg)を，Rhizotus sp.のアミログリコシダーゼ preparatlOns. 
(Sigma)により分解し，生じた還元糖よりグリコーゲン
量を求めた.その結果，グリコーゲンの多糖画分の乾燥
重量に対する割合は，胞子形成培養8及び12時間日では
約 7%， 16時間目で10%，24時間目で9%であった.
胞子形成過程において，胞子壁中に少量ではあるが，
グリコーゲンの存在が認められたために，アルカリ可溶
介グルカン画分を得る目的で，グリコーゲン及び αーマ
ンナンの除去を試みた.アルカリ可溶画分を透析後，凍
結乾燥し，再び蒸留水に懸濁し，遠心分離(15，000Xg，
15分)により，沈澱画分を回収した.回収した画分は，
グリコーゲンの存在が認められず，マンノース含量も
1 %以下で，グルコース含量が85%以上であった(後述，
Table 2-8). この結果から，アルカリ可溶画分に認めら
れたグリコーゲンは，胞子壁のかグルカンと会合して
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Composition 
Glucose 
Mannose 
Protein 
Incubation time in sporulation medium 
(hr) 
8 12 16 24 
85.7 88.4 85.1 86.9 
0.3 0.7 0.8 1.0 
11.9 10.3 12.2 9.6 
れのかグルカン標品においても，Rhiz，ψus sp.のアミロ
グリコシダーゼ(Sigma)処理によってグリコーゲンは検
出されず， Bio-Gel P-300によるゲル浦、過の結果(結果
は示さない)から多糖と蛋白質は，いずれも Voに溶出
し，分離されなかったことから，分子量40万以上と推定
された.
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2.胞子壁s-グルカンの構造解析
(1) メチル化分析
胞子壁 pー グルカンを箱守法41)によってメチル化分析
Table 2-9. Methanolysis Products of Methylated Alkali-
Soluble Glucan of Spore Walls. 
Values are. expressed as the amount of O-methyl 
D-glucose derivatives relative to the one of 2，3，4，6 
tetra-methyl D-glucose. 
Incubation time in sporulation medium 
(hr) 
Methyl glucose 8 12 16 24 
2.3.4.6-Tetra- 1.0 1.0 1.0 1.0 
2，4，6-Tri 27.4 41.0 32.7 21. 9 
2.3.4-Tri- 3.4 6.0 7.5 5.1 
2.4-Di- 1.6 2.1 2.3 1.2 
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Fig. 2-3. Enzymic Hydrolysis of Spore Glucan and 
Pustulan by Endo-1βs-Glucanase. 
A 30-ml reaction mixture containing 10 mg of sam. 
ple and 0.17 mg of enzyme protein in 0.017 M phos-
phate buffer (pH 5.5) was incubated at 30.C. 
A : Time-course of hydrolysis. The release of total 
sugar (0) and reducing sugar (・)was ex 
pressed as percentage of dry weight of spore 
glucan. 
B : The digestion products after 16-hr incubation 
were applied onto a Bio-Gel P-4 column (2.2 X 
190 cm) and eluted with water at a flow rate of 4 
mllhr. 4-ml fractions were collected. VO. void 
volume; Gl， glucose;一一一，spore glucan; ー一，
pustulan 
を行った.その結果を Table2-9に示す.胞子形成過程
において合成される Fーグルカンは，胞子形成開始前(培
養8時間目)及び中期(培養12時間目)まで直鎖の s-1，3-
グルコシド結合が80%以上を占め，栄養細胞のアルカリ
可溶 s-グルカン (Table1-10)に比べ，直鎖の s-1.6ーグ
ルコシド結合の割合は少ないが，胞子形成がほぼ完了す
る培養16時間目以降は，直鎖の s-1.6ー グルコシド結合
の割合は増加し，約17%に達した.
(2)酵素による戸グルカンの消化
介グルカン標品の s-1.6ー グルコシド結合様式を確か
めるために，胞子壁pグルカン(胞子形成培養24時間自
の胞子壁より調製)を Acinetobactersp.より得たエンド
-1. 6ー かグルカナーゼ25)を用いて消化した.比較のため
に，この酵素を s-1.6ー グルカンであるパスツランに消
化させた結果も加えた (Fig.2-3). 
胞子壁pグルカンは，エンドー1.6-s-グルカナーゼ消
化によって，グルコース及びゲンチオオリゴ糖の遊離が
著しく低かった. Fig.2-3のフラクション No.38-78の
高分子区分を回収し，エンド 1.3-s-グルカナーゼであ
る Zymolyase20 Tで消化した場合，その80%がグルコー
ス及び低分子のオリゴ糖に分解したことから，この高分
子区分は，主として s-1.3ー グルコシド結合の多糖であ
ると推定した.さらに，胞子壁Fグルカンのエンド 1ー.
6-sグルカナーゼ分解物を Bio-GelP-300ゲルj慮、過し
た.胞子壁pグルカンは，この酵素により Voに溶出
ロσ、
マ
"' ) 
? ??? ?
?
?
? 、 ?
?。
??
?
?
10 30 50 
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Fig. 2-4. Gel Filtration of Endo.-1.6-s -Glucanase 
Hydrolyzate of Glucan from Spore Walls 
。fS. ceγ'evisiae F E -1.
A 40-ml reaction mixture containing 50 mg ofsam-
ple and 0.17 mg of enzyme protein in 0.017 M phos-
phate buffer (pH 5.5) was incubated at 30.C . The 
digestion products after 16-hr incubation were ap 
plied onto a Bio-Gel P-300 column (2.8 X 40 cm) and 
eluted with water at a flow rate of 4 mllhr. 5 
mJ-fractions were collected 
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する分子量40万以上の高分子多糖を主要な構成成分と
しそのほかは分子40万以下の様々な多糖に分解され，
オリゴ糖の占める割合は，非常に少なかった(Fig.2-4). 
このことから，.胞子壁pグルカン中の直鎖の s-l， かグ
ルコシド結合は，s-1， 3-グルカン分子聞を連結してい
るが，細胞壁 βー グルカ ンと は異なり，分子中に比較的
短鎖で存在していると推定された.
第5節 グルコサミン重合体の分析
胞子形成過程において得られたそれぞれの胞子壁標品
から，冷アルカリ抽出によ って，約15-20%の不溶残盗
画分が得られた (Table2-7).胞子形成過程を通じ，ア
ルカリ不溶残溢の主な構成成分は，グルコサミンであっ
たが，培養16時間目までは， グルコサミン及び蛋白質の
Table 2-10. Chemical Composition of Alkali-lnsoluble 
Residues of Spore Walls. 
Values are expressed as % dry weight of alkali -insolu 
ble residues of spore walls. 
Compositio日
Glucose 
Mannose 
Glucosamine 
Protein 
Incubation time in sporulation medium 
(hr) 
8 12 16 24 
19.8 25.2 15.4 9.2 
2.7 1.3 1.6 0.7 
31.3 37.2 44.2 42.5 
17.5 20.0 24.1 19.9 
占める割合が増加傾向を示した(Table2-10). このこと
は，胞子壁に存在するグルコサミン重合体構造は，胞子
形成とともにグルコサ ミン と蛋白質の重合化が進行する
ことにより，アルカリ不溶性の構造体が増加し，胞子壁
は， 培養16時間目において， 完了 していることを示して
いると恩われた. 著者ら68)は，先に，このアルカリ不
溶残溢のキチナーゼ消化を試みたが，この不溶残透から
グルコサミンの溶出はほとんど認められず， このグルコ
サミン重合体は， 他の物質で覆われていると推論した.
グルコサ ミン重合体の選択的分解を行うために， Hase 
とMatsushima42)の方法及び SietsmaとWessels57)の方
法に従い，得られた胞子壁及び胞子墜のアルカリ不溶残
盗を亜硝酸処理した結果(Table2-11)，胞子壁標品から
は，いずれの方法においても， 80%以上のグルコサミン
が失わ れ，アルカリ不溶残澄画分は， Sietsmaと
Wessels57)の方法によって 90%以上のグルコサミンが
失われていた
第6節 考 察
1.胞子壁織成多糖成分の変動
Bartnicki-Garcia73)の細胞壁の多糖構成成分による真
菌の分類法に従えば，酵母の栄養細胞の細胞壁は，第 6
群のマンナングルカンに属し，胞子壁は，第 5群のキ
チンあるいはキ トサン グールカンに属することになり，
同一菌株の生活環において細胞壁及び胞子壁の化学組成
Table 2-11. HN02 Degradation of Glucosamine Polymar in Spore Walls and Alkali-Insoluble 
Residues of Spore Wall. 
Glucosamine was determined as described previously68) and normalized to the glucosamine 
content of untreated samples. 
Glucosamine (%) 
Spore wall Alkali -insoluble residue 
of spore wal 
lncubation time in sporulation medium 
(hr) 
8 12 16 24 8 12 16 
Untreated 100 100 100 100 100 100 100 
A 19.2 18.9 17.5 17.9 6.9 4.6 3.2 
B 15.4 14.6 14.4 17.0 nd nd nd 
A : Using a modification of the method of Briza et al.58) 
24 
100 
3.1 
nd 
B : Using a modification of the method of Hase and Matsushima42) ， conditions are the same as in 
Table 1-14. 
nd， Not determined. 
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の不連続性か認められたこのような栄養細胞の細胞壁
と胞子壁の不連続性は，接合菌類の MUCOTにおいても
観察されている72) しかし，最近. Brizaら58)は，酵母
の胞子壁には17%のマンノースが含まれ.a-マンナン
が pー グルカンとともに主要な構成多糖であり，ウロン
酸は含まれていないと述べている.彼らの指摘のように，
栄養細胞のpグルカンとは立体化学構造に差があると
思われるが.s-グルカン分子中の蛋白質の関与の解明
とともにさらに検討が必要である.
3.グルコサミン重合体の組成
胞子壁最外層が，キチンとジチロシン重合体で構成さ
胞子壁構成成分の違いが， 菌株による違いなのかどうか れているという Brizaら74)の報告があるが，その重合
は，今後，さらに，多くの菌株を用いて検討されなけれ 体が胞子形成過程のどの時期に形成されるのか，この実
ばならない.
2.胞子壁 pーグルカンとその推定構造
胞子壁形成過程において得られたアルカリ可溶pグ
ルカン画分には約10%の蛋白質が含まれていたが，糖蛋
白複合体として存在しているかどうかは， さらに検討す
る必要がある.s-グルカンのメチル化分析の結果(Table
2-9)から，非還元末端のグルコースに由来する 2，3，4，
6-テトラメチルグルコシドの割合が.C-6位で分岐を示
す2，4-ジメルグルコシドの割合に比べての少ないのは，
メチル化か充分に行われなかったか，あるいは非還元末
端にあるべきグルコースが，他の物質で修飾されている
ことが考えられたが，さらに検討する必要があると恩わ
れた.
先に，第 1章においてパン酵母栄養細胞の細胞壁 s-
グルカンの構造について述べたが，ここでは，胞子壁β
グールカ ンと細胞壁戸ーグルカンとの構造の違いを考察し
た.第 1に，胞子壁 s-グルカンは，そのほとんどが冷
アルカリ可溶であったが.s-1，3ーグルコシド結合を主
鎮とする構造がその多くを占めることにおいては，細胞
壁 βー グルカンと差異はないと恩われた.第 2に.sグ
ルカン全体に占める s-1，3-結合の割合は，胞子形成が
ほぼ完了する培養16時間目以後は，細胞壁に比べて少な
く.s-1，6-グルコシド結合の割合が増加した.第3に，
β1， 3-グルカンを仲介していると思われるs-1，6グル
コシド結合の構造に差があり，その主鎮のs-1，6ーグル
コシド結合は，栄養細胞の pグルカンに比べるとはる
かに短いと推定された.
以上のように，胞子形成過程においては，胞子形成が
ほぼ完了する培養16時間目において，その直鎖のs-1，
6グルコシド結合の割合は増加し，胞子壁介グルカン
全体が，より長鎖になると考えられる.また，胞子壁に
存在するかグルカンが，熱アルカリにより分解され，
低分子化されたために，中和しても沈澱せず， β グル
カンとしての回収率の低下をもたらしたと考えられる.
験系の使用により追求できるものと思われた.最近，
Brizaら58)は，このグルコサミン重合体は，キチンでは
なくキトサンであり，胞子壁の第二外層を形成している
ことを明らかにした.胞子壁及び胞子壁のアルカリ不溶
残溢を亜硝酸により分解した結果(Table2-11)から，ア
ルカリ不溶残溢において，グルコサミンの消失がより著
しいのは，アルカリによる壁介グルカンの除去のため
に，亜硝酸による分解が受け易くなっていると推定され
た.この結果は.Brizaら58)の結果(胞子壁の分解約93%)
に比べると，低い分解率であった.胞子形成過程におい
て形成されるグルコサミン重合体は，彼らの指摘のよう
に，主にキトサンであり，胞子形成開始時(培養8時間目)
にすでにキトサンー蛋白質重合体として形成されている
と推論された.
第7節要 旨
1.胞子形成過程において合成される胞子壁多糖は，
栄養細胞の細胞壁とは異なり，主に.sー グルカンとキ
トサンであり，栄養細胞の細胞壁に存在する αマンナ
ンは，非常に少なかった(Table1-3及びTable2-2). 
2.胞子壁 s-グルカンは，栄養細胞の細胞壁かグル
カンとは異なり，冷アルカリで容易に抽出され，可溶化
し，マンノース及びグルコサミンの混入も少なかった.
3.胞子壁 βー グルカンの構造は，栄養細胞の細胞壁
かグルカンの基本構造と向様に C-6に分岐を有する直
鎖のpグルコ シド結合が主要で、あった. しかし.s-1， 
3-グルカンの仲介構造である直鎖のs-1，6グルコシド
結合が，細胞壁 s-グルカンに比べ， 直鎖数は短いが，
その数は多く含まれており，その直鎖の β1， 6ー グルコ
シド結合のところどころに.C-3位に分岐する構造を
とっていると推定された.
4.胞子壁外層を形成するキトサンは，胞子形成開始
時(培養8時間目)以前に βー グルカンの合成に先立つて
合成され，胞子形成の進行とともに増加し 蛋白質との
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重合化が進み，アルカリに対して不溶性が増加するもの
と恩われた.
5.このキトサンー蛋白質複合体が，胞子形成の進行
とともに増加し，アルカリ抽出後も可溶化せず，胞子の
形をとどめていることから，胞子の形態を保持する主要
な役割を担っているものと考えられた.
第E章 酵母子のう胞子の発芽及び発芽後生長過程
における細胞壁構成多糖成分の変動
第l節緒 4呈吾E 
S. cerevisiaeの子のう胞子は，窒素j原及び炭素j原に富
んだ栄養生長培地に移し変えられると，すみやかに発芽
することが知られている75) 酵母の子のう胞子の発芽
過程における形態学的研究は 主としてフ リーズエッチ
ング法76)や走査型電子顕微鏡観察によって行われてき
た77) 一般に，真菌類の胞子は，胞子壁を破って発芽
管を伸長させ，栄養細胞の細胞獲を形成する.
胞子壁に存在するグリコーゲン及びアルカリ可溶介グ
ルカンもまた，発芽過程で分解されたが，その後増加し
た③発芽後生長過程で合成される細胞壁多糖は，主に，
β-1， 3ーグルカンと r マンナンであった.本論文では，
胞子の発芽過程における胞子壁及びその後の発芽後生長
により形成された細胞壁の化学組成及び構成多糖の質的
変動の解析を目的とした.
第2節実験方法
1.発芽及び発芽後生長培養方法
(1)培養方法
S. cervisiae FE-1株の栄養生長，スフェロプラスト形
成及び胞子形成培養は，第2章に示した方法によった.
栄養細胞をスフエロプラス ト化せずに， 直接胞子形成さ
せた場合，胞子は，子のう細胞(Asci)内に保持された状
態一子のう胞子ーで存在する.単離胞子(Spore)を得るた
めには，子のう細胞を胞子形成させ，その後に子のう細
胞壁を除去するか，あらかじめ，スフェロプラスト化し
た細胞により胞子形成を行うかのいずれかの方法が用い
Bartnicki -Garcia 73)は，真菌類が胞子の発芽過程におい られる.特に断わらない限り，スフエロプラスト化した
て，その細胞形成様式によって3つの型に類別され，菌 細胞により胞子形成を行った.胞子形成培養は48時間行
類によって特徴的であり，細胞壁の化学組成とも関連性 い，子のう胞子あるいは単離胞子を得た.胞子の発芽及
があると述べている.第I型は，胞子壁あるいはその内
層の一部の直接の伸長によって，栄養細胞の細胞壁が形
成されるもので，子のう胞子の発芽に関しては，
Neurospora属が知られている.第E型は，プロトプラス
トにおいて細胞壁の合成が行われるもので，水生藻菌類
の遊走子の包のう化の過程で形成されることが知られて
いる.第阻型は胞子壁が伸長した後，発芽後生長の過程
で新たな細胞壁の合成が行われるもので，ケカピ目の数
属で認められている.彼の類別に従がえば，酵母が第田
型に属すことは，胞子壁の内層が伸長し，細胞壁に発達
するという電子顕微鏡による超薄切片像によって明かに
されている64)が，細胞壁組成の化学分析や構造解析に
よって裏付られてはいない.
胞子壁と栄養細胞の細胞壁では，その構成成分が量的
にも質的にも異なることは，第 2章で明かにし，さらに，
単離胞子の発芽及び発芽後生長過程における菌体，細胞
内及び細胞壁の糖組成の相対的な変化については，先に，
著者ら78)が次の 3点を明かにした.①細胞内トレハロー
ス及びグリコーゲンは，発芽過程において急速に分解さ
れるが，後者は，発芽後生長過程で再び合成された.②
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び発芽後生長培養は， 4 %のグルコースを含む
Burkholder改変培地(以下 B-培地と略す)あるいは
GNS一培地を用い， 30.Cで、行った.GNS-培地に関しては，
著者ら 76)が， 4 %グルコース， 0.2% (NH4) ZS04及び
0.3%コハク酸を含むこの培地が，発芽は正常に起こる
が，発芽後生長のみを抑制する培地として最適であるこ
とを見いだし， GNS-培地と名付けた.
(2) 発芽率及び発芽後生長率の測定方法
発芽率の測定は， Sandoら64)によ って示された
Moller変法に従った.卵白アルブミンを塗抹したスラ
イドグラスに胞子懸濁液をのせ，乾燥後，火炎固定し，
Ziehlの石炭酸フクシン液で 3分間加混染色し，冷却し
てから水洗した.さらに， 3 %硫酸水で5秒間脱色し，
ただちに水洗し， Lofferのメチレン青液で30秒間染色し，
水洗後乾燥して顕微鏡により，青色に染色されたものは
発芽胞子とし，赤色に染色されたものは未発芽胞子とし
て発芽率を求めた.発芽後生長率は顕微鏡観察により，
全細胞に対する出芽細胞の割合(%)で示した.
(3) 発芽細胞壁の調製方法
発芽細胞壁の調製は，第 1章第2節の酵母栄養細胞の
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細胞壁の調整方法により， Braun細胞破砕器で破砕後，
遠心分離(620Xg，5分)により得られた沈澱画分を，水
で10回洗浄を繰かえし 細胞壁標品とした.破砕後のは
じめの上清画分は，さらに15，000Xg，15分の遠心分離
を行い，その上j青函分は発芽細胞内画分として，後に第
4 章で述べ~発芽細胞内 β グルカン分解酵素 (ß-グルカ
ナーゼ)の測定に用いた.
(4) 発芽過程における細胞壁構成成分の分析方法
発芽過程における細胞壁構成成分の分析は，第 l章で
述べた方法と同様に行った.
2.発芽過程における細胞壁構成多糖の分画方法と
精製方法
(1) 構成多糖の分画方法
胞子壁を構成する多糖は，主として介グルカ ン及び
グルコサミン重合体であり，前者は，栄養細胞の細胞壁
に含まれる βー グルカンと異なって， 1 N KOHによ り，
20.Cで容易に抽出された(以下，このpグルカンを冷ア
ルカリ可溶 βーグルカンと略す).栄養細胞の細胞壁中の
s-グルカンは， 1 N KOHにより， 100"Cで抽出されるも
の(以下熱アルカリ可溶 pー グルカンと略す)が最も多
かった (Table1-5).温度条件に対するこの s-グルカン
の溶解性の違いが，胞子の発芽過程においても現れるか
どうかを確かめるために， Fig.3-1に示した分画を行っ
SporeWall 
1"酬 .20t例 h，
Soluble'Frlttfロ InsolubltFraction
1"剛<.'∞-<.30・i.
Soluble Fractfon Insoluble Fractio~ 
Fig. 3-1. Fractionation of Spore Wal Polysaccha-
rides of S. cerevisiae FE-1 
た.胞子壁標品は，冷アルカリで処理し， 可溶画分を
15，000Xg， 15分の遠心分離で分画したのち，残透は，
さらに熱アルカリ処理により，可溶画分と不溶画分に分
画した.
(2) 構成多糖の精製方法
冷アルカリ抽出で得られた多糖は，中和後，蒸留水で
24時間透析した.透析後， 15，000Xg， 15分の遠心分離
により得られた沈澱画分をアルカリ可浴介グルカン標
品とし，上清画分から，第 1章で示したフェーリング試
薬による r マンナンの精製方法に従って，a-マンナン
標品を得た.
l. sーグルカンのメチル化分析方法
s-グルカンのメチル化は，第 1章で示した箱守法41)
により行った.β グルカン標品中の s-1，3ーグルカン含
量を測定するために，a-マンノシダーゼ及び1， 6-sーグ
ルカナーゼを含まない高度に精製されたエンドー1，3β 
グルカナーゼである Zymolyase100T (生化学工業 K.K.) 
を用いた.s-グルカン標品(10mg)を8mlの 0.02Mリ
ン酸緩衝液 (pH7.0)に懸濁し 2mgの Zymolyase100 
T を加え， 30"C， 8時間反応させた.加水分解物は
Bio-Gel P-4のカラムクロマトグラフィーにより分解生
成したオリゴ糖画分を分画し，そのグルコース総量をガ
スクロマ卜グラフイーにより算出し， s-1，3ーグルカ ン
量とした.
第3節 発芽過程における細胞壁構成成分と
構成多繕の変動
1.発芽過程における細胞壁構成成分の変動
(1) 発芽及び発芽後生長培養
発芽培地のグルコース量は，発芽及び発芽後生長の同
調性に影響し， 4%以下ではよい結果が得られなかった.
4%のグルコースを含む Burkholder改変培地 (B-培地)
における発芽及び発芽後生長過程の経時変化を Fig.
3-2に示した.発芽培養において，子のう壁を有した胞
子は，子のう壁を Zymolyase20 Tにより消化して得た
単離胞子と同様に，培養開始1時間目で発芽が始まり，
4時間で完了した (Fig.3-2 A). 乾燥重量の変化は，単
離胞子を発芽させた場合の方が，子のう壁を有する胞子
を発芽させたものより著しいが，吸光度の変化には，差
は認められなかった(Fig.3-2 B). 
GNS-培地を用いて培養して得られた単離胞子を発芽
させた場合，発芽率は， B-培地と 同様に変化し，培養
4時間目で発芽は完了したが，発芽後生長は抑制され，
細胞乾燥重量も増加しなかった (Fig.3-3). GNS-培地で
発芽させた後， B-培地に移し変えると，その後同調的
に発芽後生長が認められた(結果は示さない)ことから，
GNS一培地において発芽させた場合においても，その細
胞は正常に発芽していると恩われた.発芽及び発芽後生
長過程における胞子壁の構成成分の解析には，予め子の
う壁を除去しておく方が望ましい.発芽及び発芽後生長
の動向から，以降の実験には単離胞子を用いた.
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さらに発芽後生長過程において著しい増加を示した
(Fig. 3-4 A) .この結果から αー マンナンの合成は，栄養
生長過程において急速に行われると思われた.胞子壁に
含まれるグルコサミンは，発芽開始前に減少し，発芽後
生長過程で増加した.このことは，発芽の時に胞子壁外
層を形成するキトサンの分解と，発芽後生長過程におけ
2 
Incubat10n t1me (hr) 
Fig. 3-2. Kinetics of Germination and Outgrowth 
of Spores and Asci of S. cerevisiae FE-l. 
The spores or asci were germinated and outgrown 
in a modified Burkholder's synthetic medium with 
4 % glucose as a carbon source. 
A : Time course of germination and outgrowth of 
spores and asci. 0， percentage of germination of 
spores; e， percentage of germination of asci;⑧， 
percentage of budding cells of spore and asci 
B : Time course of absorbance and dry weight of 
spore and asci during incubation in germination 
mediumム， light absorbance of spore;企， light 
absorbance of asci;口， cell dry weight of spores; 
圃 celdry weight of asci 
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Fig. 3-4. Changes in the Sugar Composition of the 
Germinating Wall during lncubation in 
Germination Media 
Spores were germinated in Burkholder's medium 
(A) or GNS-medium (B). 0， glucose; e， mannose;ム，
glucosamine. 
(2) 発芽過程における細胞壁構成成分の変動
発芽及び発芽後生長過程における胞子壁あるいは細胞
壁の構成糖の経時的変化については， B-培地で発芽さ
せた場合，胞子壁のグルコースは，培養開始1時間目で
は減少したが，その後，発芽後生長の進行とともに増加
し，胞子壁のマンノースは，培養開始とともに増加し，
937 
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Table 3-1. Lipid Fractions during Germination and Outgrowth in Modified 
Burkholder's Medium. 
Values are expressed as % dry weight of wall. Lipids were isolated by the 
extraction procedure of Bartnicki-Garcia and Nickerson30). 
Time in germination medium 
(hr) 
O 1 2 3 4 5 
Soluble in 
Ethanol +ether 14.1 6.3 5.1 5.0 4.4 3.0 
Chloroform + methanol 1.2 0.4 0.8 0.4 0.5 0.5 
Acidified ethanol + ether 2.7 0.3 0.8 0.9 1.0 1.5 
Total Iipid 18.1 7.0 6.7 6.3 5.9 5.0 
Table 3-2. Chemical Composition of Cell Well during Germination 
and Outgrowth in B-medium. 
Values are expressed as % dry weight of wall. 
Time in germination m~dium 
(hr) 
Component 。 1 2 3 4 5 
Glucose 46.8 34.4 44.6 40.4 39.0 38.3 
Mannose 3.4 11.6 12.2 14.6 17.5 22.2 
Glucosamine 11. 7 5.2 6.3 4.8 4.5 4.3 
Protein 12.0 6.5 7.3 7.5 6.7 6.1 
る出芽によるキチンの増加を反映しているものと思われ 多糖に対する影響を調べるために，脂質抽出後の B滑
るため，キトサンとキチンの分離定量を試みる必要があ 地による発芽過程における細胞壁の構成糖及び蛋白質含
る. GNS-培地で発芽させた場合(Fig.3-4 B) ，胞子壁に 量を分析した.その結果を Table3-2に示す.脂質抽出
含まれるグルコース，マンノース及びグルコサミンは， 前の結果(Fig.3-4)と同様に，グルコース含量は，培養
発芽培養開始 1時間固までは B-培地と同様であっ たーが 開始1時間目で減少し 2時間目で再び増加したが，そ
その後の増加は抑制された.以上のことから，発芽過程 の後の変動はあまり見られなかった.マンノース含量は，
においては，胞子壁 s-グルカン及びキトサンの分解が 発芽培養全過程で増加し，培養開始1時間目と発芽後生
起こり，発芽後生長過程では，s-グルカン，a-マンナ 長過程(培養3時間目以降)での増加が見られ，培養5時
ン及びキチンの合成が行われると推察された. 問目では， 栄養細胞の細胞壁含量(Table1-1)に近い値
胞子壁には主として脂質，蛋白質，sグルカン及び
グルコサミン重合体と微量のマンノースとウロン酸が含
まれていることを第2章で示したが， 本章では，初めに
胞子壁に多量に含まれている脂質の発芽過程における経
時的変動を B-培地を用いて発芽させた標品について調
べた.全脂質は，発芽培養1時間目で培養開始前の約半
分に減少した.胞子壁に存在している脂質が，発芽過程
でエネルギー源あるいは炭素源として利用されているこ
とを示唆していた.発芽培養1時間目以降の変動はほと
んど認められず，発芽初期の減少は，主に， Ethanol 
Etherで抽出される中性脂質であった(Table3-1) .この
脂質抽出処理の過程において，胞子壁及び細胞壁の構成
938 
となった.グルコサミン及び蛋白質は，ともに発芽に先
立つ分解を示し，培養1時間目で減少し，その後の変化
Table 3-3. Chemical Composition of Cell Wall during 
Germination in GNS-medium. 
Values are expressed as % dry weight of wall. 
Component 
Glucose 
Mannose 
Glucosamine 
Time in germination medium 
(hr) 
O 1 3 5 
46.5 34.2 39.0 38.5 
3.5 10.5 11.2 12.0 
11.8 5.3 4.7 4.4 
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はあまり見られなかった.
GNS培地を用いて発芽させた場合，得られた細胞壁
の乾燥重量当りの割合は時間目以降ほとんど差は認
められなかった(Table3-3). 
2.発芽細胞壁構成多糖の分画と精製
(1)構成多糖の分画
Fig. 3-1に示した分画方法を s-培地で培養して得た
発芽細胞壁に試み，分画した.その結果を Fig.3-5に
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Fig. 3-5. Carbohydrate Contents of the Fractions 
from Germinating Wal during Germina-
tion and Outgrowth in s-medium 
A: Glucose content 
s : Mannose content 
C : Glucosamine content 
示す.冷アルカリ可溶画分に含まれるグルコースは，培
養開始 1時間目で著しく滅少し，発芽後生長過程で再び
増加した.熱アルカリ可溶画分に含まれるグルコースは
わずかであり，培養時間における変化も大きくなかった.
アルカリ不溶函分に含まれるグルコースは，培養1時間
33 
日で増加し，その後，わずかに減少し発芽後生長を開
始する 3時間目以降に，再び増加した(Fig.3-5 A) .マ
ンノースは，栄養細胞の細胞壁とは異なり，胞子壁の発
芽過程においては，その多くが冷アルカリによって抽出
され，発芽後生長開始3時間目以降に増加した(Fig.3-5
s). 一方，熱アルカリ不溶画分の主要構成成分の一つ
であるグルコサミンは，発芽開始前に減少し，発芽開始
後やや増加し，ほぽ発芽が完了する培養3時間以降は，
変化が認められなかった.以上の結果から，発芽胞子壁
の多糖を分画する方法としては，加熱処理を行わずに，
冷アルカリ抽出のみで充分と判断し，以降の操作は熱ア
ルカリ抽出を省いた.
(2) 構成多糖の精製
冷アルカリ抽出により得られた s-グルカン及び r マ
ンナンの収量は， Table 3-4に示した.発芽後生長を抑
制しない s-培地においては，発芽を開始する 1時間目
に介グルカンの収量は著しく減少しその後再び増加
した.αマンナンの収量は ほぼ発芽が完了する培養
3時間目以降高くなった.しかし，胞子壁標品のマンノー
ス含量に比べ，その収量は，培養1時間目で約18%，3 
時間目では50%，5時間目で43%と著しく低く，この αー
マンナンの回収方法に問題が残った.得られた αマン
ナンのマンノース含量は 培養開始前 (0時間)では
67.0%， 1時間 目では70.0%， 3時間目では71.5%，5 
時間目は79.0%と発芽後生長の進行に伴って増加した.
グルコースは認められなかった.アルカリ不溶残溢の収
量は，発芽を開始する 1時間目で増加し，その後はほぼ
一定であった.
発芽後生長を抑制する GNS-培地において，培養3時
間目及び5時間目の結果を見た場合，s-グルカン及び
アルカリ不溶残査の収量は， s-培地とほとんど差は認
められなかったが，a-マンナンの収量は50%以下であっ
Table 3-4. Yields of Glucan. Mannan and Alkali-lnsoluble Residue in Cel Wals of 
Germinated Spore during Incubation in Germination Media. 
Values are expressed as % dry weight of walls. 
Time in germination medium 
s-medium GNS-medium 
(hr) (hr) 
O 1 3 5 3 5 
28.0 13.0 16.0 19.5 17.0 18.5 
1.6 2.1 8.2 9.5 4.1 4.0 
30_0 38.5 38.5 38.0 37.5 38.0 
Glucan 
Mannan 
Alkali-insoluble residue 
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Table 3-5. Carbohydrate Composition of Glucan during Incubation in Ger 
mination Media. 
Values are expressed as % dry weight of glucan fraction. 
Time in germination medium 
B-medium GNS-medium 
(hr) 
Composition O 
Glucose 62.5 52.0 
Mannose 0.0 0.0 
Glucosamine trace trace 
Protein 11.2 14.2 
た.このことは，発芽後生長において.a-マンナン合
成が盛んに行われることを示した.
第4節 pーグルカン画分の変動
1. s-グルカン函分の糠組成
発芽過程において得られたpグルカン画分の糖組成
は Table3-5に示した. B-培地で培養した場合，発芽
が開始する培養 1時間目以降，発芽後生長とともに βー
グルカン中のグルコース含量は著しく減少し，その後，
蛋白質含量が増加した.発芽後生長過程において合成さ
れる βー グルカン画分は，他の生活環において見られる
s-グルカンとは異なり，高度に蛋白質を含んでいた.
多糖と蛋白質を種々のゲル議過で分離を試みたが，分離
できなかった. GNS一培地で培養した場合，培養 3時間
目及び5時間目の介グルカン函分は.B-培地で培養し
た1時間目とほぼ一致した値が得られ，変化は認められ
なかった.一方，アルカリ不溶残遣のグルコース含量は，
B-培地で培養した場合，発芽及び発芽後生長過程にお
いて急速に増加し，蛋白質は，発芽過程(0-3時間)で
急速に減少した (Table3-6) .この画分のグルコサミン
(hr) 
3 5 3 5 
43.8 43.5 50.5 55.0 
0.5 0.7 0.2 0.5 
trace trace trace trace 
16.9 17.5 14.3 13.6 
含量は，発芽開始時の培養 1時間目に減少傾向を示した.
胞子壁最外層を構成するといわれているグルコサミン重
合体は，発芽に先立つてその一部が分解された.しかし，
この発芽培養過程を通じ，グルコサミン重合体の多くは
未分解のまま残存していたために，この画分に含まれる
グルコサミンは，その存在形態が，栄養細胞のアルカリ
不溶s-グルカンのそれとは異なっていると思われた.
一方，発芽後生長過程(培養3-5時間目)においては，
出芽による栄養増殖のために，細胞壁合成と出芽痕形成
の影響を受けてキチン βー グルカン複合体として再び増
加した71) GNS一培地の場合.s-グルカン画分と同様に，
B-培地で培養した 1時間自の標品とその構成成分に大
差は認められなかった.
2. sークルカンの構造解析
(1) メチル化分析
発芽過程において得られたアルカリ可溶 βー グルカン
のメチル化分析は，箱守法41)によった.その結果を
Table 3-7に示す.胞子壁s-グルカン(発芽培養O時間
目)は C-6位で高度に分岐を有し， βー1，6-グルコシド結
合の割合も高いが. B-培地で培養した場合，発芽を開
Table 3-6. Carbohydrate Composition of Alkali-Insoluble Residue during 
lncubation in Germination Media. 
Values are expressed as % dry weight of alkali-insoluble residue. 
Time in germination medium 
B-medium GNS-medium 
(hr) (hr) 
Composition O 1 3 5 3 5 
Glucose 16.7 27.0 35.5 43.8 29.5 29.5 
Mannose 1.0 1.0 1.8 2.4 1.2 1.0 
Glucosamine 18.6 12.8 17.5 14.8 12.7 12.9 
Protein 15.2 11. 2 4.9 6.0 11.3 11.1 
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Table 3-7. Methanolysis Products of the Methylated Alkali-Soluble Glu-
can of Wals during Incubation in Germination Media. 
Values are expressed as the amount of O-methyl D-glucose derivatives 
relative to the one of 2，3，4， 6-tetra-methyl D-glucose. 
Incubation time in germination medium 
B-medium GNS-medium 
Methyl glucose O 
2，3，4，6-Tetra- 1.0 1.0 
2，4，6-Tri- 10.4 13.7 
2，3，4-Tri- 2.3 0.9 
2，4-Di一 1.2 0.6 
始する培養目 1時間では，分岐数も β1，6-グルコシド
結合の割合も著しく減少しその後の発芽後生長過程に
おいてもその傾向を示した.GNS一培地で培養した場合，
培養3時間目及び5時間目では，その構造に大きな差は
認められなかった.以上のことから，胞子壁に存在して
いた βー1，6-グルカンは，発芽開始前に急速に分解され，
発芽後生長過程において，新たに s-1，3-グルカンの合
成が行われると考えられた
(2) 酵素による介グルカンの消化
(hr) (hr) 
3 5 3 5 
1.0 1.0 1.0 1.0 
14.7 21. 7 29.1 22.1 
0.5 0.5 1.5 1.2 
0.4 0.5 0.7 0.8 
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Fig. 3-6. Changes in the Levels of s -1，3-Glucan 
Present in the Alkali-Soluble Glucan and 
Alkalj-Jnsoluble Glucan during Incuba-
tion in Burl王holder'sMedium 
Glucose contents were calculated as the dry 
weight of alkali-soluble glucan and alkali-insoluble 
glucan. Analysis of the s-1，3-g1ucan contents of the 
alkali-soluble glucan and alkali-insoluble glucan was 
performed after treatment with Zymolyase 100T. 
The hydrolysis products were separated by chroma-
tography on Bio-Gel P-4. To determine the amount of 
s -1，3-g1ucan， the oligosaccharide and glucose frac-
tions were analyzed by gas chromatography. The 
amount of s -1，3-g1ucan was determined as the 
amount of glucose. 
A: Glucose (0) and s-1，3-g1ucan (e) contents of 
alkali-soluble glucan 
B : Glucose (0) and s-1，3-g1ucan (・)contents of 
alkali-insoluble glucan. -ー ¥percentageof ger-
mination. 
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胞子の発芽過程において，アルカリ可溶介グルカン
及びアルカリ不溶画分に含まれる s-1，3ー グルコシド結
合の量的変化を調べるために，エンド 1ー，6β グルカ
ナーゼを含まない高い純度のエン ドー 1， 3-sーグルカナー
ゼである Zymolyase100 T (生化学工業 K.K.)によって分
解後，生成したオリゴ糖画分を Bio-GelP-4のゲル櫨過
によって分画し，そのグルコース総量を求め，s-l， 3-
グルカンとして算出した その結果を日g.3-6及び
Fig.3-7に示す.B-培地で培養した場合，胞子壁に含ま
れていたアルカリ可溶pグルカン函分においては，発
芽培養開始後，培養 1時間目までに s-1，3ー グルカンの
割合は増加しその後，アルカリ可溶Fグルカンの減
少に従って増加した (Fig.3-6). アルカリ可溶 Fーグルカ
ンの培養開始後の著しい減少は，メチル化分析の結果か
ら，s-1，6-グルカンの滅少によると推察された (Table
3-7) .アルカリ不溶画分に含まれる s-グルカンにおい
ては， β-1，3ーグルカンは，発芽培養開始後の 1時間目
までに，ごくわずかに減少したが，主に β-1，3ー グルカ
ンによって構成され，発芽後生長によって，さらに著し
い増加を示した (Table3-7，Fig. 3-6及び Fig.3-7). 
一方， GNS-培地で培養した場合，アルカリ可溶 βーグ
ルカ ン画分に含まれる s-1，3ーグルカンは， B-培地の場
合と同様に， 培養3時間目まで増加したが，その後，培
養5時間目で再び減少した.アルカリ不溶画分において
は，抑制しない場合に比べると，培養5時間目で約50%
の増加を示した (Fig.3-7). その増加は，主に β-1，3-グ
941 
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Fig. 3-7. Changes in the Levels of s -1，3-Glucan 
Present in the Alkali-Soluble Glucan and 
Alkali-Insoluble Glucan during lncuba-
tion in GNS-Medium. 
The conditions of analyses are the same as Fig 
3-6 
A : Glucose (0) and s-1，3-g1ucan (・)contents of 
alkali-soluble glucan 
B : Glucose (0) and s-1，3-g1ucan (・)contents of 
alkali-insoluble glucan. ---， percentage of ger 
mination. 
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は，発芽後生長過程で著しく増加したことから，酵母 α
マンナンの生合成の研究には，この発芽過程における
α マンナン合成系の利用がよい材料を提供すると思わ
れるが，そのためにも， αー マンナンの精製方法を検討
する必要がある。
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2. sーグルカン函分の変動
戸ーグルカン画分のメチル化分析の結果 (Table3-7)及
びエンド 1ー，3β グルカナーゼである Zymolyase100 T 
消化による分析の結果(Fig.3-6及び Fig.3-7)から，胞
子壁に存在していた s-1，6グルカ ンは，発芽開始に先
立って急速に分解され，発芽後生長過程において，分岐
の少ない直鎖 s-1，3グルカンの合成が活発に行われ，
発芽後生長の進行と共に，冷アルカリ不溶の βー グルカ
ンが増加すると推定された.
しかし，この実験に用いた S.cerevisiae FE-1は，ホ
モタリ yクな菌株であり，発芽後生長過程において，接
合する細胞が認められた78)ことから，接合過程におけ
る細胞壁の変動も考えられた.性接合過程における細胞
壁の変動は今後の課題である.
冷ルカンであり，アルカリ可溶s-グルカンの一部は，
アルカリ不溶Fグルカンに変化すると思われた ヒ。目
1.胞子の発芽開始に先立って，胞子壁に含まれる p
1， 3-グルカンの分解は，ごくわずかであったが， β1，
6ーグルカ ン及び脂質は，著しく分解された.培地中に添
加したグルコースは，発芽の開始の後に消費が認められ
た76)ことから，細胞内に含まれるグリコーゲンやトレ
ハロース以外にも，胞子壁多糖や脂質の一部が，発芽の
ためのエネルギ-i原や炭素j原として利用されると思われ
た.
2.発芽後生長過程で著しく合成される細胞壁介グ
ルカンは，主に.s-1，3ー グルカンであったが，胞子壁p
グルカ ンが，ほとんど冷アルカリ可溶なのに比べ，冷
アルカリ不溶なものが多く含まれていた.
3. a-マンナンもまた，発芽後生長で著しく合成さ
れるが，栄養細胞の r マンナンとは質的に異なり，
フェーリング浴液で沈澱せず，回収できないものが多
かった.そのことは，発芽後生長過程で新たに合成され
る rマンナンは，栄養細胞の αマンナンとは異なり，
細胞壁構成成分として充分に完成されていない可能性を
示した.
4.胞子壁外層を形成するキトサン 蛋ー白質複合体の
要第6節
察
1.発芽及び発芽後生長過程における
細胞壁構成多糖の変動
Bartnicki-Garcia73)の真菌類の胞子の発芽様式による
分類において，細胞壁の構成成分あるいは構造の違いに
より，第国型に属するかどうかを確認するには，胞子内
壁の伸張過程(発芽過程)と発芽後生長過程における細胞
壁の合成過程の質的，量的変化を調べる必要がある.そ
のため，発芽は正常に起こるが，その後の発芽後生長を
抑制する培地が用いられれば，発芽過程と発芽後生長過
程における細胞壁代謝との比較が可能になると思われ
た.発芽及び発芽後生長過程における構成成分の変動と
発芽は正常に行うが，発芽後生長過程のみを抑制した培
養における構成成分の変動を比較した結果(Fig.3-4)及
び発芽細胞壁構成多糖の分画の結果(Fig.3-5)から，発
芽過程においては，胞子壁s-グルカン及びキ トサンの
分解が起こり，発芽後生長過程では.s-グルカン.a-
マンナン及びキチンの合成が行われると推定された.胞
子壁には約3.5%しか含まれていなかった r マンナン
942 
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一部は，発芽に先立つて分解されるが，発芽後生長過程
では，新たに出芽増殖によりキチンの合成が行われ.s
-グルカ ンーキチン複合体が形成されると恩われる.この
ことが， βー グルカンがアルカリに溶けにくくなる要因
のlっと推定された.
5.以上のことから，酵母の子のうの胞子の発芽過程
における細胞壁形成が構成成分及び化学構造において
も. Bartnicki-Garcia73)の真菌類の細胞形成様式の第皿
型に属することを明らかにした.
第N章 酵母の細胞分化過程における 13-グルカン
分解酵素活性の変動
第 1i蹄 緒 言
酵母における内在性の細胞壁分解酵素の存在部位及び
その機能については，出芽過程における細胞壁の拡張，
接合における細胞壁の伸長や融合，胞子形成過程におけ
る胞子壁合成や子のう胞子の放出の際の子のう壁消化及
び発芽過程における胞子壁の分解及びその後の細胞墜合
成への関与などが考えられている79-83)
これまで，特に pーグルカン分解酵素(s-グルカナーゼ)
について多くの報告が行われ，酵母の栄養細胞には， β
ーグルカナーゼが存在し，細胞壁から調製された Fーグル
カンは，この酵素によって分解される84.85)ことが知ら
れており，細胞壁中にも，この分解酵素の存在が示され
ているお栄養生長過程においては，出芽の際に細胞
壁の一部がβ グルカナーゼによって分解され，そこに
細胞壁構成成分が挿入され，細胞壁の合成が進行すると
考えられている81ι7)
ここでは.Saccharomyces cerevisiae FE-1株の大小細
胞，胞子形成過程及び発芽過程において，細胞内及び細
胞皇室あるいは胞子壁に存在する pグルカナーゼの相対
的変化を比較することにより，酵母の細胞分化過程にお
ける介グルカナーゼの役割について検討した.
第2節実験方法
1. sーグルカナーゼ標品の調製方法
(1)酵母の大小細胞の細胞壁及び細胞抽出液の調製方
法
S. cerevisiae FE-1株の大小細胞の培養方法，分離法，
943 
細胞壁及び細胞抽出液の調製は，第 1章で述べたと同様
に行った.得られた細胞は破砕後.620Xg. 5分の遠心
分離により上清と沈澱部に分けた.この沈澱部は，蒸留
水にl際濁し，さらに620Xg. 5分の遠心分離を10回繰り
返し，その沈澱画分を細胞壁画分とし，後に述べる細胞
壁結合性酵素については，細胞壁自己消化後の可溶化画
分(15.000Xg. 15分)を酵素液として用いた.細胞破砕
後の620Xg. 5分の遠心分離後の上清は，混在している
細胞壁を除去するために，さらに15.000Xg. 15分の遠
心分離を行い，その上清画分を細胞抽出液函分とし，直
接または透析後，酵素活性の測定のための酵素溶液とし
て用いた
(2) 胞子形成過程におけるかグルカナーゼ標品の調
製方法
S. cerevisiae FE -1株のスフェロプラストによる胞子
形成培養は，第2章，第1節に示した方法に従った.ス
フェロプラスト化細胞を O.75Mソルピト ールを含む
60mM酢酸カリ培地に懸濁し. 30.Cで培養し，経時的
に取り出した.胞子壁及び細胞内抽出物の調製は，第2
章，第 l節の方法に従った.子のう壁を有する細胞によ
る胞子形成培養は.60mMの酢酸カリのみを含む培地
にスフェロプラスト化する前の栄養細胞を懸濁し.30"(; 
で清養し，経時的に取り出し Braunの細胞破砕器で破
砕し 15.000Xg. 15分の遠心を行い上清画分を細胞内
Pグルカナーゼ活性の測定に用いた.
(3) 発芽及び発芽後生長過程における s-グルカナー
ゼ標品の調製方法
第3章で示したと問様に S. cerevisiae FE -1株の栄
養生長培養，胞子形成培養を行い，エンド 1ー，3-s-グル
カナーゼである Zymolyase20 Tによる子のう壁消化後，
単離胞子を得， 4 %のグルコースを含む Burkholder改
変培地を用い，発芽培養を行った78) 発芽及び発芽後
生長過程における細胞壁標品及び細胞抽出液標品の調製
は，本章第2節の大小細胞の βー グルカナーゼ標品の調
製法と同様に行った.
(4) 細胞壁及び胞子壁の自己消化方法
大小細胞の細胞壁，胞子形成過程における胞子壁及び
発芽過程における細胞壁の自己消化は. Reicheltと
Fleetl6)の用いた方法に準拠した.遠心洗浄した細胞壁
あるいは胞子壁を約 10mg/ml (乾燥重量)になるように
0.01%のアジ化ナトリウムを含む 0.01Mコハク酸緩衝
液に懸濁し.30.Cで撹排した.反応液は経時的に取り出
し. 15.000Xg. 15分の遠心により，その上清函分を細
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胞壁あるいは胞子壁の自己消化により可溶化したかグ
ルカナーゼ標品として用いた.
2. sーグルカナーゼ活性及びエキソ-sー グルカナーゼ
活性の測定方法
1，3-s-， 1，6-sグルカナーゼの活性は，0.5mlの酵
素溶液に，それぞれ基質としてラミナラン(半井化学薬
品 K.K.)及びパスツラン (CalbiochemCo.) 0.5 ml (5 
mg/ml)と0.05Mコハク酸緩衝液(pH5.5) 1 mlの割合
で混合し， 30tで反応し，溶出してくる還元糖量を
DNPA法27)で測定した.エキソ-s-グルカナーゼの活性
は，基質として 5mMのpニトロフェニル-s-グルコシ
ド(以下， pNPGと略す)を用い， 30.Cで反応し，溶出し
てくる pニトロフェノールを測定した.本来， pNPGを
基質として酵素活性を測定した場合，s-グルコシダー
ゼの活性を測定していることになるが， 一般に，酵母の
エキソ-s-グルカナーゼを測定するために基質に pNPG
を用いることで簡略化する方法12.15.88.89)が行われてい
る.本研究では，特に断わらない限り，この用語に統ー
した. しかし，エキソ βグルカナーゼ活性の確認には
以下の方法を用いた.ラミナラン及び還元末端を還元し
た還元ラ ミナランを基質として用いた場合，その分解生
成物がペーパークロマトグラフィーによりグルコースの
みであり，還元末端及び非還元末端を過ヨウ素酸酸化し
た過ヨウ素酸酸化ラミナランを基質として用いた場合，
分解生成物が生じないとき，その酵素は，エキソ-s-グ
ルカナーゼであるとした.酵素活性の 1単位は， 1，3-β 
ー及び 1，6-s-グルカナーゼでは還元糖量として lμ モ
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Fig. 4-l. Solubilization of Ce¥l Wall Carbo.hydrates 
durihg Autolysis of Ce¥l Walls from 
Small or Large Cells of S. cerevisiae FE-1. 
Cel walls (10 mg/ml) were autolyzed in 0.1 M suc 
cinate buffer (pH 5.0) at 30t. After appropriate time 
intarvals， samples were removed and centrifuged， 
and the concentrations of total carbohydrate (0) 
and of reducing sugar (・)solt出 lizedin the super. 
natant were determined. -- ，ーsmall cels;一一一，
large cels 
であり，大型細胞の細胞壁がより分解を受けやすい傾向
を示した(Fig.4-1).大型細胞の細胞壁から自己消化に
よって可溶化した全糖量は 小型細胞の細胞墜に比べ約
ルのグルコースが，エキソ βー グルカナーゼでは 1μ モ 3倍であった.いずれの場合も，全糖に対する還元糖の
ルのp-ニトロフェノールが1分間に溶出するために必 溶出の割合が少ないことから，エンド-s-グルカナーゼ
要な酵素量とした.以下，酵素活性測定に関しては，特 活性の関与が大きいことが示唆された.細胞壁多糖は，
さらに可溶化する傾向を示したが， 1，3-s 及び 1，6-s-
グルカナーゼ活性は，細胞壁の自己消化12時間目が最大
で，その後減少した.そのため，s-グルカナーゼ活性
の比較は，自己消化12時間目の可溶化酵素を用いて行っ
た.その結果を Table4-1に示す.細胞壁結合性酵素は，
1.大小細胞の細胞壁に存在する pーグルカナーゼ活 1， 3-s-グルカナーゼ活性に差は認められなかったが，1， 
性の変動 6-s-グルカナーゼ活性は，小型細胞の細胞壁において
細胞壁は， 0.01 M コハク酸緩衝液に懸濁し， 30.Cで 高い活性を示した.このことは，小型細胞の細胞墜に含
自己消化すると，細胞壁多糖は細胞壁結合性酵素により まれる s-1，6ー グルコシド結合の多さによるものと思わ
一部が可溶化した.全糖の溶出量は， 24時間で小型細胞 れた.エキソ-sグルカナーゼ活性は，大型細胞の細胞
の細胞壁の約10%，大型細胞の細胞壁の約30%であり 壁において高かった.
還元糖は大小いずれの細胞壁においても全糖の10%以下 以上の結果は，大型細胞の細胞壁多糖が，エンド型の
別に断わらない限り同様に行った.
第3節酵母の大小細胞のs-グルカナーゼ
活性の変動
944 
出してくる pグルカナーゼ活性は，自己消化16時間日
までは増加するが，その後減少した(結果は示さない). 
自己消化16時間目に浴出した介グルカナーゼの胞子壁
1 g当りの活性を Table4-2に示した.いずれのpグル
カナーゼ活性も，胞子形成中期(培養12時間目， Fig. 2-1) 
で最も高く，胞子形成の初期から中期にかけてすでに合
成された介グルカナーゼは，胞子壁中に輸送されてい
ると恩われた.栄養細胞の細胞壁と比較すると，胞子形
成過程を通して胞子壁中の 1，3-sー グルカナーゼ活性が
39 
12 24 
Incubation time (hr) 
Fig. 4-2. Solubilization of Spore Wal Carbohy. 
drates and Protein during Autolysis of 
Spore Wall of S. cerevisiae FE-l. 
Spore wals (1 mg/ml) were autolyzed in 0.1 M 
succinate buffer (pH 5.0) at 30.C. After appropriate 
time intarvals. samples were removed and centri 
fuged， and the concentrations of total carbohydrate 
(0) and of reducing sugar (・)and protein (ム)
solubilized in the supernatant were determined. 
Spore walls were preparated after 8-(A)， 12-(B) and 
16-hr (C) incubation in sporulation medium 
Table 4-1. s-Glucanase Activities of Wall Antolyzates and Cell-Free Extracts of Small and Large Cells. 
pNPG 
0.23 
l.08 
Cell-free extract 
Laminaran Pustulan 
(U/g Protein) 
0.11 
0.10 
A 
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50 
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50 
0.13 
0.27 
Glucanase activity 
0.034 
0.070 
pNPG 
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2.大小細胞の細胞抽出液のpグルカナーゼ活性の
変動
大小細胞の細胞抽出液に存在する介グルカナーゼの
比活性は Table4-1に示した小型細胞に比べ，大型細
胞において 1，3-s 及びエキソ-s-グルカナーゼ活性が，
それぞれ約 2倍と約 5倍高く， 1， 6-s-グルカナーゼ活
性には差か認められなかった.このことは，酵母の栄養
生長過程において，細胞壁内在性酵素の場合と同様に，
細胞の生長， 肥大化に伴い細胞内 1，3-s-及びエキソず
グールカナーゼが，新たな細胞壁合成に，何等かの役割
を有していることを示唆した.
1.スフエロプラスト細胞による胞子形成過程におけ
るs-グルカナーゼ活性の変動
(1)胞子壁に存在する βグルカナーゼ活性の変動
スフェロプラスト細胞を胞子形成させ，各培養時間の
胞子壁標品を自己消化させた時の全糖及び還元糖の溶出
の経時変化を Fig.4-2に示した.用いた胞子壁標品の
調製時の胞子形成率は，培養8時間目が2%， 12時間
目が55%，16時間目が84%であった.胞子形成率の上昇
とともに，合成された胞子壁標品の自己消化による全糖
及び還元糖の洛出量は増加したが，蛋白質の溶出量に変
化は認められなかった.いずれの胞子壁標品においても，
全糖に対する還元糖の割合が高く，胞子形成過程におい
ては，先に示した栄養細胞の壁とは異なり，エキソ型の
酵素の関与が示唆される.胞子壁の自己消化に伴って溶
s-グルカナーゼによって分解されやすく，さらに，エ
キソ-s-グルカナーゼにより低分子に分解されやすい構
造を有しており，出芽による栄養生長において，これら
の分解生成物が新たな細胞壁合成に再利用されるものと
恩われた.
Wall 印刷yzate
Laminaran Pustulan 
(U/g Cell wal) 
0.25 
0.18 
胞子形成過程における s-グルカナーゼ
活性の変動
1.57 
l. 55 
Small cel 
Large cel 
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Table 4-2. s-Glucanase Activities of the Wall Autolyzates and the Cell-Free Extracts during Incubation in 
Sporulation Medium. 
Cell-free extract 
pNPG 
0.81 
0.69 
0.73 
Glucanase activity 
Laminaran Pustulan 
(U/g Prtotein) 
0.01 
0.19 
0.06 
0.13 
0.46 
0.15 
pNPG 
0.11 
0.19 
0.15 
Wall autolyzate * 
Laminaran Pustulan 
(U/g Spore wall) 
0.31 
0.76 
0.45 
0.44 
0.74 
0.44 
Sporulation 
tim巴(hr)
8 
12 
16 
* Spore wall preparations were autolyzed for 16 hr. The solubilyzed enzyme is measured in the 
supernatants of wall autolyzates after centrifugation. 
1.6-sグルカナーゼ活性は胞子形成開始後に増加した
が，その後，胞子形成がほぼ完了する培養16時間目には
再び減少しており，その増減の傾向は，胞子壁中のそれ
と類似していた.
2.子のう壁を有する細胞による胞子形成過程におけ
る。ーグルカナーゼ活性の変動
子のう細胞をスフェロプラスト化することなく，その
まま胞子形成させることによって胞子形成過程の酵素の
変動を解析することは，より簡単な操作によって検討す
ることが可能になる.そのため， 子のう細胞と子のう細
胞より調製したスフエロプラスト細胞では，胞子形成過
程に合成される pグルカナーゼ、の違いが存在するかど
うかを検討するために，子のう細胞による胞子形成過程
における細胞内pグルカナーゼの変動を検討した.ス
フェロプラスト細胞を用いた実験では，栄養細胞の細胞
内においては，エキソ pグルカナーゼ活'性が高かった
(Table 4-1)が，子のう壁を有する細胞を胞子形成させ
低く. 1. 6-s-グルカナーゼ及びエキソ pグルカナーゼ
活性が高い傾向を示した.このことは胞子壁中に比較的
多く存在する s-1.6グルカンの合成や分解にこれらの
酵素が関与している可能性を示唆した.
(2) 胞子細胞内戸グルカナーゼ活性の変動
スフェロプラストによる胞子形成過程における胞子の
細胞内に存在する pグルカナーゼの比活性の変動を
Fig.4-3に示した.胞子内に存在する戸ーグルカナーゼ
活性は，エキソ pグルカナーゼが最も高く，すでに胞
子形成開始時の培養8時間日において合成されており，
その後の変化はあまり認められなかった. 1. 3-s及び
一ーー 1100 
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Fig. 4-4. s-Glucanase Activities of Cell-Free Ex 
tracts from Whole Cells of S. cerevisiae 
FE-1 during Sporulation 
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Fig. 4-3. s-Glucanase Activities of Cell-Free Ex 
tracts from Spheroplasts of S. ceγ'evtstae 
FE-1 during Sporulation. 
Specific activity towards pNPG (ム)• laminaran 
(0) and pustulan (e). 
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た場合，スフェロプラスト細胞に比べ. 1， 3-sーグルカ
ナーゼ活性が著しく高く認められた (Fig.4-4). 子のう
細胞内に 1，3-sー グルカナーゼが存在することが考えら
れた.そのため，子のう細胞による胞子形成過程におけ
る細胞内 s-グルカナーゼの分離を DEAE-Sephadex
A-50のカラムクロマトグラフィーによって試みた.栄
養細胞の細胞抽出液(培養 O時間の抽出液. Fig.4-5A) 
においては. DEAE-Sephadex A -50のカラムに吸着し
た酵素は 2つに分離され. 0.15 M及び 0.38MNaCI 
で溶出した.それぞれを戸グルカナーゼIとpーグルカ
ナーゼEとして分画し，反応生成物による酵素の作用様
式を調べたところ，いずれも，ラミナラン及び還元ラミ
ナランからの分解生成物は ペーパークロマトグラ
フィー及び 8io-GelP-2によるゲルi慮、過によりグルコー
スのみであり(結果は示さない).過ヨウ素酸酸化したラ
ミナランには作用しないことから，この2つの酵素はい
ずれもエキソ-sー グルカナーゼであると推定した.この
2つの酵素は，胞子形成過程において，著しい活性の変
動を示した.これらの酵素が，胞子内に存在しているの
か子のう細胞由来のものが混在しているかどうかを確か
めるために，胞子形成培養24時間目に子のう細胞を取り
出し，子のう壁を Zymolyase20 Tで消化して得た単離
胞子の胞子細胞抽出液を DEAE-SephadexA -50のカラ
ムクロマトグラフィーにより酵素の分離を試みた.その
結果は，子のう壁消化を行わない場合(Fig.4-5 D)と一
致していた(結果は省略した)ことから，子のう細胞によ
る胞子形成完了時(培養24時間目)においては，すべて胞
子内にも，この酵素が存在していたことが推定された.
子のう細胞の胞子形成過程におけるこの 2つのエキソ
Fグルカナーゼの相対的な活性の変化を pNPGを基質
として測定した.その結果を Table4-3に示す.栄養細
胞に初めから存在していたpグルカナーゼIは，胞子
形成開始前の培養6時間目に増加したが，胞子形成率約
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Table 4-3. Relative Activity on pNPG of Exo-Glucanases 
from S. ce陀visiaeFE-1 during Incubation in 
Sporulation Medium. 
These values were calculated from the percentage of 
the total activity of exo-glucanase 1 atO-hr incubation in 
the sporulation medium (Fig.4-5A). 
1130 
320 
24 
Sporulation time (hr) 
6 12 
O 
790 
260 
400 
O 
100 
660 
Exo-glucanase 
I 
H 
947 
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Fract10n No. (6国1)
Fig. 4-5. DEAE-Sephadex A -50 Chromatography 
of 1，3-s-and Exo-s-Glucanase from Cell-
Free Extracts from Whole Cells of S 
cerevisiae FE-1 during Sporulation 
Crude enzyme was precipitated with ammonium 
sulfate and dialyzed against water. The enzyme solu 
tion was applied onto a DEAE-Sephadex A -50 col 
umn (1.5 X 49 cm) previously equilibrates with 30 mM 
aminomethane-HCI buffer (pH 7.25) and eluted with a 
linear gradient from 0 to 1 M NaCI in the same buf-
fer. The enzyme solution applied onto each column 
were the O-hr extracted (A)， the 6-hr extracted (8)， 
the 12-hr extracted (C)， and the 24-hr extracted (D). 
Glucanase activity towards pNPG (0) and lamina-
ran (・) 司ーー， protein concentration; ・， NaCI 
concentration. 
。o 
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32%の培養12時間目には全く認められなくなり，ほほ胞
子形成が完了する培養24時間目に再び合成され，その活
性は，著しく増大した.一方，栄養細胞中でその多くの
活性を占めた介グルカナーゼEは，培養6時間目では
減少したが， 12時間目にはこの酵素のみが認められ，胞
子形成完了時には再び減少した.この 2つのエキソ p
グルカナーゼの至適 pHはいずれも5.0から5.5であり，
熱安定性もほぼ同様でらあった.pNPGに対する Km値も
一致し， 2.5mMであった.さらに，この分離した 2つ
の酵素を SephadexG-150によるゲル滅、過を試みたとこ
ろ，いずれの培養時間においても pー グルカナーゼIは，
分子量約24，000，s-グルカナーゼ Eは，分子量約
50，000に相当したところに溶出した.sーグルカナーゼ
Iでは，この活性画分にわずかに糖の存在が認められた.
この SephadexG-150によって部分精製することがで
きた培養24時間目のかグルカナーゼIと胞子形成培養
開始前の介グルカナーゼHを用いて，その基質特異性
を調べた.胞子形成完了時に多量に認められた介グル
カナーゼIは，酵母アルカリ不溶戸グルカンを分解し
やすく，胞子形成前及び中期までに多く存在している戸
ーグルカナーゼEは，ラミナランやパスツランをより強
く分解した(Table4-4) . 
第5節 発芽及び発芽後生長過程における
Pーグルカナーゼ活性の変動
1.単厳胞子の発芽細胞壁に存在する pーグルカナー
ゼ活性の変動
発芽過程における細胞壁標品の自己消化による全糖及
び還元糖の溶出様式と可溶化したエキソずーグルカナー
ゼ活性を調べた その結果を Fig.4-6に示す.同時に，
1， 3-s-及び 1.6-sー グルカナーゼ活性の測定も試みた
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Fig. 4-6. Solubilization of Wall Carbohydrates and 
Exo-s -Glucanase Activity during Auto 
lysis of Germinated and Outgrown Walls 
of S. ce陀机siaeFE-1 
Germinated and outgrown walls (10 mg/ml) ~ere 
autolyzed in 0.1 M succinate buffer (pH 5.0) at 30.C. 
After appropriate time intarvals， samples were re. 
moved and centrifuged， and the concentrations of 
total carbohydrate (0)， reducing sugar (e)， and 
exo-s-glucanase (ム)solubilized in the supernatant 
were determined. Germinated and outgrown walls 
were preparated before incu bation (A)， and after 1-
(B)， 3-(c) and 5-hr (D) incubation in germination 
medium. 
が，明確な値が得られなかった.発芽培養開始前，すな
わち，胞子壁では， 12時間の自己消化によって，胞子壁
重量の約25%の全糖が可溶化し，遠心分離15，OOOXg，
15分間後の上清画分として回収された.その後の溶出は
認められなかったが，還元糖は，自己消化18時間まで増
加し，胞子壁重量の約14%を占め，エキソ戸グルカナー
Table 4-4. Summary of the Properties of the Exo-s-Glucanases. 
Exo-s-glucanase 1 and I examined were purified by DEAE-Sephadex A -50 column and Sephadex 
G-150 column chromatography after 24-hr incubation and before incubation in the sporulation medium， 
respectively. 
Exo-βglucanase 
Substrate specificity 
(% of activity on pNPG) Km(mM)b 
I 
E 
。NPG
100 
100 
Laminaran Pustulan 
28 
93 
12 
112 
Glucan' 
26 
15 
Alkali-insoluble glucan was prepared from cel walls of S. cerevisiae FE-1. 
b Towards pNPG. 
948 
2.5 
2.5 
mol wt. 
24.000 
50，000 
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ゼ活性の存在がより大きいことを示した還元糖は，そ 改変培地(B-培地)で発芽培養を行った場合，発芽とと
の後わずかに減少し転移酵素の存在が示唆された.発 もに減少し， 1， 3-β 及ーび 1，6-s-グルカナーゼ活性は，
芽培養 1時間目 (発芽率約12%)においては，胞子皇室及び 発芽が完了する培養3時間固まで引続き減少し，その後
細胞壁から溶出される全糖及び還元糖は著しく減少し， 再び増加した.エキソ-s-グルカナーゼ活性は，培養 1
エキソ-s-グルカナーゼ活性は検出されなかった.培養 時間目以降，発芽後生長に伴って増加した (Fig.4-8). 
3時間目(発芽率約90%，出芽率約20%)においては，再
び糖の溶出量は増加し，全糖は自己消化24時間以降もさ
らに溶出する傾向を示し，エキソ-s-グルカナーゼ活性
の溶出も認められた.培養 5時間目(発芽率100%，出芽
率約50%)の細胞壁においては，さらに全糖量の溶出は
増加し， 24時間の自己消化で細胞壁重量の約28%であっ
たが，還元糖は自己消化18時間で細胞壁重量の約 7%で，
その後は増加しなかった.この結果は，栄養細胞の大型
細胞の細胞壁の自己消化の結果(Fig.4-1)と類似してお
り，溶出した全糖に対する還元糖量の割合が低かったこ
とから，エキソーβー グルカナーゼ活性のレベルは低く，
エンド型のかグルカナーゼの関与が示唆された.
一方，発芽後生長を抑制する GNS-培地で培養した時
の細胞壁の自己消化の場合，いずれの培養時間の細胞皇室
も糖が約32%から37%存在するにもかかわらず，可溶化
する全糖及び還元糖は著しく低いのに比べ，高いエキソ
-s-グルカナーゼ活性を示した(Fig.4-7). 
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Fig. 4-7. Solubilization of Wal Carbohydrates and 
Exo-s -Glucanase Activity during Auto. 
lysis of Germinated Walls of S. cerevisiae 
FE-1 
Germinated walls were preparated after 1-hr (A)， 
3-hr (B) and 5-hr (C) incubation in GNS-medium. 
Symbols and other conditions were the same as 
those shown in Fig. 4-6. 
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Fig. 4-8. s -Glucanase Activities of Cel-Free Ex. 
tracts during Incubation in Germination 
Media of Spores of S. cerevisiae FE-1 
Spores were germinated in modified Burkholder's 
medium (A) or GNS-medium (B). Specific activity to. 
wards pNPG (ム)，laminaran (0) and pustulan (・)
The dotted lines show the germination kinetics. 
発芽は B一培地と同様に行うが発芽後生長のみを抑制
する GNS培地で培養した場合，発芽開始の培養 1時間
目は. B-培地と同様の傾向を示したが，培養3時間目
以降， ラミ ナラ ン及びパスツラ ンに対する活性増加は，
抑制された. しかし.pNPGに対する活性には，大差は
認められなかった(Fig.4-8 B) .こられの酵素活性の変
動は，著者ら78)が，さきに示した発芽及び発芽後生長
過程におけるアルカリ可溶かグルカンの量的変動と類
似していた.
さらに，これらの酵素の性質を調べるために.B培
地で発芽培養 を行って，得られた細胞抽出液の
DEAE-Sephadex A-50による分離を試みたその結果
をFig.4-9に示す.培養開始前の 0時間目では，主に
未吸着部分にpNPGに対する活性とラミナランに弱い
活性を示す画分が得られた発芽を開始する培養1時間
目では，同じ溶出位置と NaCIO.3M付近に pNPGに活
2.胞子の発芽過程における細胞内伊グルカナーゼ 性を示す薗分を得た.発芽後生長を開始する培養3時間
活性の変動 目ではカラムに未吸着部分の活性は減少し.NaCl 0.5 M 
胞子の発芽及び発芽後生長過程における細胞内に存在 付近の著しく高い活性が認められた.この酵素の分離精
するかグルカナーゼ活性の変動を調べた.胞子の発芽及 製過程において，細胞抽出液に認められたパスツランに
び発芽後生長を行うグルコース4%を含む Burkholder 対する活性は認められなくなり. 1， 6-s-グルカナーゼ
倒9
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活性の変動を検討することができなかった. 1， 3-s-ぴ
エキソず グールカナーゼについては，発芽過程とその後
の発芽後生長過程において著しく変動が認められたこと
から，それぞれの未吸着画分(フラクション No.20-30)
を戸グルカナーゼl'とし， NaCl 0.5 M付近の画分(フ
ラクション No.60-80)を戸グルカナーゼI'として回
収して，種々の基質に対する活性を調べた.その結果を
Table 4-5に示す.s-グルカナーゼ 1'は，還元ラミナ
ラン及び，過ヨウ素酸酸化ラミナランには作用せず(結
果は省略した)，酵母 s-グルカンのうち，胞子壁戸グ
ルカンにのみ作用するが，活性が低く，その作用様式に
ついては，今後，検討する必要がある.s-グルカナー
ゼ、I'は，還元ラミナランを加水分解し，過ヨウ素酸酸
第4号
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Fig. 4-10. Sephadex G-100 Column Chromatography 
。fGlucanase I from Cell-Free Extracts 
during Germination in Modified Burkhol. 
der's Medium. 
The pooled enzyme fractions from OEAE-Sephadex 
A-50 column (see Fig. 4-9， fraction No. 60-80) were 
applied onto a column (1.8 X 40 cm) of Sephadex 
G-100 equilibrated with 0.01 M succinate buffer (pH 
5.5). The column was eluted with the same buffer 
The flow rate was 8 ml/hr. Glucanase activity to 
wards pNPG (0) and laminaran (・).一一， protelll 
concentratlOn. 
The enzyme preparations applied onto each col. 
umn were obtained from 1-hr germinated spores (A)， 
the 3-hr germinated cells (B)， the 5-hr germinated 
cells (c) 
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Fig. 4-9. OEAE-Sephadex A-50 Chromatography of 
Exo-s -Glucanase from Cell-Free Extracts 
during Germination in Modified Burkhol 
der's Medium 
Crude enzyme was precipitated with ammonium sul 
fate and dialyzed against 0.01 M succinate buffer (pH 
5.5). The enzyme solution was applied onto a 
OEAE-Sephadex A-50 column (1.8 X 40 cm) previously 
equilibrates with the same buffer. The flow rate was 5 
ml/hr. Glucanase activity towards pNPG (0) and 
laminaran (e) . protein concentration; 
・ー， NaCl concentration 
The enzyme solution applied onto each column were 
obtained from the spores (the O-hr germinated spores) 
(A)， the 1-hr germinated spores (B)， the 3-hr germi. 
nated spores (C)， and the 5-hr germinated spores (0) 
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Table 4-5. Glucanase Activities of the Fractions from DEAE-Sephadex 
A -50 Chromatography Assayed with Various Substrates. 
Glucanase activity (!J/mg protein) 
Effluent from DEAE-Sephadex 
s-Glucanase ]' s-Glucanase 1' 
Incubation time in modified Burkholder's medium 
(hr) 
Substrate O l 3 3 5 
Laminaran 1.2 3.3 7.7 10.2 37.1 271.0 
Reduced laminaran 0.0 0.0 0.0 0.1 20.1 291. 5 
pNPG 8.6 10.2 3.9 18.7 46.1 56.1 
Spore glucan. ND ND 6.5 ND 38.6 307.0 
Cell wall glucanb 
Alkali -soluble ND ND 0.0 ND 16.4 173.5 
Alkali-insoluble ND ND 0.0 ND 0.0 37.0 
• Spore glucan was prepared from spore wall of S. cerevisiae FE-1. 
b Cell wall glucans were prepared from cel wall of baker's yeast40). 
ND. Not determined. 
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化ラミナランに作用しないことから，非還元末端からエ は，その高分子画分をpグルカナーゼI'-1，低分子
キソ型に作用する酵素であり，発芽後生長過程では，い 画分を s-グルカナーゼI'-Iとして回収した.蛋白質
ずれの酵母介グルカンをも分解し，その比活性も増大 含量が少ないことと，明確な蛋白ピークは得られなかっ
した. たことから，いくつかの基質に対する作用を，酵素溶液
Table 4-5で示したそれぞれの pグルカナーゼl' 1 ml当りのユニットで示した (Table4-6) . sグルカナー
を，さらに SephadexG-100でゲ、ルI慮、過を行った.発芽 ゼI'-1は，酵母細胞壁 β グルカンに作用し，いずれ
を開始する培養 1時間目では，活性の低い 1つの画分で の培養時間から調製された酵素も， 1 ml当りの活性は
あったが，培養3時間目及び5時間目では 2つの画分が ほぼ同じであったが，sグルカナーゼl'-Iは，酵母細
得られ，pNPGとラミナランにほぼ同様な活性を示した 胞壁 Fーグルカンには作用しなかった.この 2つの培養
(Fig. 4-10).培養3時間目及び5時間日の函分について 時間において，s-グルカナーゼl'-1はほとんど変化し
Table 4-6. Glucanase Activities of Fractions from Sephadex G-100 Chromato. 
graphy as Assayed with Various Substrates. 
Substrate 
Laminaran 
Reduced laminaran 
Cell wall glucan. 
Alkali-soluble 
Alkali-insoluble 
Glucanse activity (U/ml) 
Effluent from Sephadex G-100 
βGlucanase 1'-1 s-Glucanase 1'ー1
Incubation time in modified Burkholder's medium 
(hr) 
3 5 3 5 
2.38 2.74 1.04 3.93 
1. 58 2.10 0.40 2.47 
0.24 0.31 0.00 0.00 
0.84 0.87 0.00 0.00 
• Cell wall glucans were prepared from cel wall of baker's yeast40). 
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なかったが，sー グルカナーゼl'-Iはその活性の変動が 胞子細胞内 pー グルカナーゼについては，胞子形成過
認められ，発芽後生長の進行に伴って増加したことから， 程を通して動的に変動する酵素が， DEAE-Sephadex 
発芽後生長過程において，このより低分子のエキソ s- A-50のカラムクロマトグラフィーにより 2つの活性
グルカナーゼの合成が行われると推定した。 画分に分離され それぞれの基質特異性が異なった
(Table 4-4)ことから，胞子形成過程においては，異な
第6節考 察
1.大小細胞 pーグルカナーゼ活性の変動
酵母の大小細胞の細胞壁結合性酵素については，自己
消化の結果(Fig.4-1)及び介グルカナーゼ活性の結果
(Table 4-1)から，いずれの細胞においても，細胞壁の
自己消化にはエンド型 pー グルカナーゼの関与が示唆さ
れ，大型細胞の細胞壁が自己消化酵素により，より分解
されやすい細胞壁構造を有していると考えられた. 1，6-
pグルカナーゼ活性は，大型細胞の細胞壁において低
い活性を示したこのことは，細胞壁に含まれる s-1，
6グルコシド結合の割合が小型細胞から大型細胞に栄
養生長する過程において減少することと一致していた
が，その作用様式等については今後の課題である.
大小細胞の細胞抽出液の pー グルカナーゼについては，
HienとFreet13)は，栄養生長過程において，対数期中
期の S.cerevis叫eの細胞抽出i夜の pー グルカナーゼは 5
種類あり，それらの性質，分子量などは細胞壁に存在す
る酵素とほぼ同様であることを示している.彼らの結果
に比べ，小型細胞の 1，3-βーグルカナーゼの比活性が約
200分の lと著しく低く，大型細胞においても約40分の
1であった. 1， 6-s-及びエキソ-sー グルカナーゼの比活
性には大差がなかったことから，菌株による違いや培養
条件及び細胞分離過程による影響などが考えられたが，
今後，これらの酵素の分離，精製及びその性質の検討や
同調培養系により酵素の変動をしらべることが必要であ
る.
2.胞子形成過程における十クルカナーゼ活性の変
動
酵母の胞子形成過程における胞子壁結合性の戸ーグル
カナーゼ活性を前述の栄養細胞の細胞壁結合性酵素と比
較すると，胞子形成過程を通して胞子壁中に 1，3-s-グ
ルカナーゼ活性が低く， 1， 6-s-及びエキソ-s-グルカ
ナーゼ活性が高い傾向を示した.このことは，栄養細胞
の細胞壁に比べ胞子壁により多く存在する s-1，6ー グル
カンの合成や分解にこれらの酵素が関与している可能性
を示唆した.
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る2つのエキソ-s-グルカナーゼが，胞子壁合成及び代
謝に応じて別個に関与していることが示唆された.
3.発芽及び発芽後生長過程における s-グルカナー
ゼ活性の変動
酵母の発芽過程(発芽培養0-3時間目)においては，
細胞壁及び細胞内に存在するかグルカナーゼ活性は，
減少傾向を示し，発芽後生長過程(発芽培養 3-5時間
目)で増加した (Fig.4-6及び Fig.4-8). これらの酵素
活性の変動は，先に示した発芽及び発芽後生長過程にお
けるアルカリ可j答。グルカンの量的変動と類似してい
た.ラミナラン及びパスツランに対する酵素活性が強い
時にはアルカリ可溶戸グルカン量が多く，弱いときに
はその量が少ないことから，この多糖の分解及び合成に，
これらの酵素の関与が強く示唆され，発芽に引続き生じ
る発芽後生長には，ラミナランやパスツランに活性を示
すpグルカナーゼの関与が必要で、あると思われた.
発芽過程における細胞内介グルカナーゼについては，
その過程を通して動的に変動する 3つのエキソずーグル
カナーゼカミ DEAE-Sephadex-A -50のカラムクロマト
グラフィー (Fig.4-9)及び SephadexG-100によるゲル
漉過(Fig.4-10)により分離され，それぞれの基質特異性
は異なっていた (Table4-6) .発芽後生長過程において，
この特異的なエキソ pグルカナーゼ活性と細胞壁合成
及び代謝との関連の解明は今後の課題である.
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l.酵母の栄養細胞の細胞壁の自己消化に関与する s-
グルカナーゼは，大小細胞いずれにおいても，エンド
lー，3-sー グルカナーゼ活性が最も高かった.大型細胞の
細胞壁が小型細胞の細胞墜に比べ，自己消化により可溶
化する多糖は著しく多く，大型細胞の細胞壁は，エンド
lー，3-sグルカナーゼにより細胞壁多糖の一部が切断さ
れ易いと考えられた. 一方，栄養細胞の細胞内pグル
カナーゼ活性は，大型細胞においてエキソーβー グルカ
ナーゼの著しく高い活性が認められ，この酵素が大小細
胞の細胞壁内在性酵素より高い活性のあることを示し
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た.
2.胞子形成過程における胞子壁の自己消化に関与す
る介グルカナーゼは，培養過程を通じ，エキソ 型ーの酵
素活性が大きい傾向を示した.胞子細胞内においてもエ
キソずーグルカナーゼ活性が，最も顕著に認められ，そ
のエキソ-s-グルカ ナー ゼは， 基質特異活性を異にする
二種類か存在し，胞子形成過程において非常に動的に変
化した.これらのことは，異なるエキソ-s-グルカナー
ゼが，胞子壁の合成及び代謝にその形成過程において，
それぞれ特有の役割を演じていることを示唆した.
3.胞子の発芽及び発芽後の生長過程における細胞壁
の自己消化に関与する介グルカナーゼ活性は，発芽開
始前は主にエキソ型であったものが，発芽後開始ととも
にその活性は減少し，発芽後生長が進行するとエンド型
の活性が増加する傾向を示した.胞子の発芽細胞内にお
いては，発芽の開始とともに 1，3-s-. 1， 6-s-グルカナー
ゼ及びエキソーβ グルカナーゼの比活性が減少し発芽
後生長過程において，これらの酵素の比活性は増加した.
エキソーβグルカナーゼは，発芽後生長を抑制しても，
その活性が増加することから，直接，細胞壁合成に関与
しているとは考えにくいが，発芽後生長過程において，
2種類のエキソ Fグルカナーゼが動的に変化すること
(Fig. 4-10)から，特定のエキソ-s-グルカナーゼが，細
胞壁の代謝に何等かの役割を有するものと推定した.
4.以上の結果から，細胞壁 s-グルカンの代謝に関
与する s-グルカナーゼは，胞子形成過程及び発芽過程
においては，主に，エキソ型であり，その後に引き続く
発芽後生長及び栄養過程においては， 主に，エンド型で
あった. しかし，細胞内エキソ-s-グルカナーゼについ
ては，胞子形成過程及び発芽後生長過程において，複数
の酵素が動的な変化を示した.これらの酵素が，生活環
において果たす役割の解明は今後の課題である
総 括
パン酵母の栄養生長 (S.cerevsiaeの小型細胞と大型細
胞)及び S.cerevisiae F E -1株の胞子形成過程及び発芽過
程における細胞壁あるいは胞子壁の構成多糖と pグル
カナーゼ活性の増減について検討を加え，その結果を
Fig.5に総括的に示した.
s-1， 3-グルカンは，栄養細胞及び発芽後生長細胞に
おいて，主要な細胞壁構成多糖として，あるいは胞子壁
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Fig. 5. Temporal Relationship of Events during the 
Life Cycle of S. ce陀vtstae.
The duration of the periods of decrease (D) and 
increase (1) are indicated by the bars. 
の主要構成多糖として存在している.この βー グルカン
のアルカリに対する不溶性は，出芽による栄養増殖の際
に生じるキチン構造体からなる出芽痕のみならず，細胞
壁全体に存在するグルコサミ ン重合体の増加によると恩
われる.また，このs-グルカンの量的増滅が1，3-s-グ
ルカナーゼ活性の増減とよく一致していた.さらに，胞
子形成完了時(培養24時間目)の細胞内に酵母 s-1，3ーグ
ルカンに活性の高いエキソ戸グルカナーゼが多く存在
すること (Table4-3)は，この酵素が胞子の発芽に関与
していることを示唆した.
βー1，6ー グルカンは，酵母の生活環においては，胞子
形成過程でその合成が最も活発であり，胞子壁中に最も
豊富に認められた(約 7%)が，発芽に伴う著しい減少，
あるいは大型細胞の細胞壁中(約1.6%)では小型細胞の
細胞壁(約2.7%)に比べ，その含有量が少ないことから，
このかグルカンが発芽生長や栄養生長過程において，
エネルギー源あるいは炭素源として再利用されているこ
とを示唆した.この再利用に際し，胞子形成過程初期に
パスツランに強い活性を示すエキソ-s-グルカナーゼが
認められることから，この酵素が細胞壁中の β1，6-グ
ルカンの分解に関与している可能性が考えられた.β
グルカンの推定構造とあわせ考えると，エンド 1ー，6-s-
グルカナーゼの存在が必要であるが，この酵素の存否の
確認はできなかった.
s-1，シ及びs-1，6グルカンは， 栄養細胞壁及び胞子
壁において，それぞれ別個に存在しているのではなく，
基本構造としての介1，3グルカンが，仲介構造の βー1，
6グルカンにより連結された構造よりなると推定され，
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栄養細胞の細胞壁と胞子壁では，仲介構造に差があり， また，本研究の遂行にあたり，終始ご指導くださいま
それぞれの壁の代謝に関与する戸ーグルカナーゼ活性も した山口大学理学部教授三戸信人博士に心から感謝致し
異なっていると恩われた. ます.
α マンナンは，大小細胞の細胞墜においては，その αマンナンの H-1プロトンの核磁気共鳴スベクトル
含有量はいす、れも約40%で質的差異も認められなかった 分析は，農林水産省食品総合研究所の石谷孝氏のご好意
が，胞子墜中にはごく少量(3.3%)しか存在していなかっ によるものであり，心から感謝致します.
た.しかし，胞子の発芽後生長過程において再び急速に さらに，山形大学農学部応用微生物講座の卒業生諸氏
合成され，短時間に栄養生長細胞とほぼ同じ含量になる の御協力に感謝致します.
が，その合成過程においては，栄養細胞とは質的差異が
あると恩われた.
キチンは，出芽増殖を行う大型細胞や発芽後生長過程
においては，主に出芽痕部に存在していたが，栄養細胞
の細胞壁全体にも存在し，アルカリ不溶pグルカンの
構造形成及びその細胞形態を保持する役割を担ってい
た.胞子形成過程においては，キチンではなくキトサン
が胞子壁外層に存在し，主に，胞子の形態を保持する役
割を担っており，その存在形態も化学構造も栄養細胞と
異なっていることが確認された.
酵母の栄養生長，胞子形成過程及ぴ発芽過程における
細胞壁あるいは胞子壁のpグルカンの合成及び分解と
Fグルカナーゼの活性の増減は，かなりよく一致して
いた.しかし酵母の生活環におけるかグルカナーゼ
活性の変化と栄養細胞の細胞壁及び胞子壁グルカンの合
成あるいは分解との関連を明らかにするには，さらに酵
素の分離，精製及びその性質の解明や介グルカナーゼ
欠損変異株の育種及び一定の温度以上で細胞周期の特定
の段階において，細胞分裂が阻止される温度感受'性の細
胞分裂周期変異株(celldivision cycle mutant， cdc突然変
異株)の利用等が必要である.
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